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ABSTRAKT 
Diplomová práce se zabývá stanovením makrolidových antibiotik v odpadních vodách. 
Konkrétn se jedná o erythromycin, clarithromycin a roxithromycin, které jsou v souasné 
dob pomrn asto pedepisovanými léivy. Pro izolaci a peištní vybraných analyt  
z vodné matrice byla použita metoda extrakce tuhou fází (SPE); vhodný postup byl nalezen na 
kolonkách Oasis HLB. Pro vlastní analýzu vybraných léiv byla optimalizována metoda na 
vysokoúinném kapalinovém chromatografu s hmotnostn-spektrometrickou detekcí  
(HPLC–MS). Optimalizovaná metoda byla využita pro stanovení reálných vzork vod 
odebraných na pítoku a odtoku mstské istírny odpadních vod Brno–Modice. 
 
 
ABSTRACT 
This diploma thesis deals with the determination of macrolide antibiotics in wastewater, 
especially with erythromycin, clarithromycin and roxithromycin. In this time are these 
pharmaceuticals prescribed quite frequently. Solid phase extraction (SPE) was used for the 
isolation and the purification of selected analytes from an aqueous matrix; as the suitable 
procedure was found the using Oasis HLB cartridges. High performance liquid 
chromatography with mass spectrometry detection (HPLC-MS) was optimized for its analysis 
of selected pharmaceuticals. The optimized method was used for the determination of 
pharmaceuticals in real water samples, which was taken at the inflow and the outflow of the 
urban wastewater treatment plant in Brno-Modice. 
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1 ÚVOD 
Produkce léiv v posledních letech stále stoupá. Farmaceutické firmy nabízejí široké 
spektrum léivých pípravk a doplk stravy; nkteré léky se prodávají pouze na pedpis, 
mnohé jsou naopak voln prodejné. Lidé podléhají reklamním tahm a mnohdy si kupují 
medikamenty, které jim nepomohou nebo dokonce uškodí, piemž následná léba si vyžádá 
znovu použít nkteré další léebné pípravky. V organismu mže v  koneném dsledku 
vzniknout na tato léiva rezistence, což následn podncuje zbytené užívání nadbytených 
dávek, které poté tlo vylouí a ty se mohou, v pozmnné podob, opt dostat ke spotebiteli, 
a to zejména prostednictvím pitné vody.    
Jednou z nejastji používaných skupin léiv jsou antibiotika. Od objevu penicilinu v r. 1928 
a jeho zavedení do lékaské praxe ve 40. letech 20. století spoteba antibiotik stále narstá, 
piemž nyní bývají užívána asto i zbyten, pípadn pouze jako prevence. Dsledkem 
tohoto postupu na n vzniká rezistence, což nadále podporuje výzkum v oblasti nových typ 
antibiotik, vedoucímu k dalšímu vývoji tchto lék. V posledních letech došlo k nárstu 
užívání zejména širokospektrých antibiotik, která jsou urena k zasažení co možná nejširší 
oblasti infekcí. Mezi širokospektrá antibiotika patí také makrolidy, kterým se budu ve své 
práci vnovat. 
Vlivem používání nadmrného množství lék v humánní i veterinární medicín následn 
nacházíme léiva v  životním prostedí; ta zde mohou být pítomna v  pvodní nebo 
v pozmnné form. V pvodní form se léiva dostávají do životního prostedí nap. 
z dvodu nesprávného zpsobu likvidace v domácnostech (splachováním do WC nebo 
vyhozením do smsného komunálního odpadu), v pozmnné form pak pi vyluování 
z  organismu, prostednictvím kanalizace z domácností a skrze istírnu odpadních vod. 
Nejvtším zdrojem odpadní vody kontaminované léivy jsou nemocnice. Rezidua léiv 
zpsobují v  istírn odpadních vod problémy pi biologickém stupni ištní a znemožují 
jejich dokonalé odstranní, následkem ehož se dostávají do istírenského kalu a do vyištné 
odpadní vody. V povrchové vod mohou psobit toxicky na vodní organismy, pípadn 
mohou prosakovat do podzemních zdroj pitné vody. K pronikání léiv do podzemní vody 
mže taktéž docházet ze špatn zabezpeených skládek nebo prosakováním z chlévské mrvy 
hospodáských zvíat léených antibiotiky. 
Z dvodu enormní spoteby léiv je nutné sledovat jejich distribuci v životním prostedí  
a vyvíjet nové a lepší postupy pro jejich odstranní. K odstranní co možná nejnižších 
koncentrací je teba nalézt vhodné metody a optimalizovat je tak, aby detekovaly již skuten 
nepatrné množství léiv v matricích. K  tomu je nutné provést zakoncentrování vzorku, 
k emuž se nejastji používá metoda extrakce tuhou fází (SPE). K vlastnímu stanovení léiv 
se velmi asto aplikuje vysokoúinná kapalinová chromatografie (HPLC) s rznými zpsoby 
detekce: hmotnostním spektrometrem (MS), detektorem s  diodovým polem (DAD), 
fluorimetrickým detektorem (FLD), pípadn elektrochemickými detektory.  
Cílem této práce bude provést optimalizaci metody na základ analýzy modelových vzork 
vody a tuto optimalizovanou metodu aplikovat pro stanovení reálných vzork odpadních vod. 
Stanovení bude provádno vysokoúinnou kapalinovou chromatografií (HPLC) s dvma typy 
detektor, a to detektorem s diodovým polem (DAD) a hmotnostním spektrometrem (MS), 
které budou následn porovnány.  
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2 TEORETICKÁ ÁST 
2.1 Klasifikace léivých látek a pípravk 
Léiva jsou rozsáhlou skupinou chemických látek, s nimiž zpravidla picházíme do styku ve 
form léku. V léivech jsou obsaženy úinné látky, které však bývají doplnny látkami 
pomocnými, které pomáhají vytvoit píslušnou formu léku (kapsle, tablety, sirup...), pípadn 
mohou jakkoliv zlepšovat jeho vlastnosti [1]. Urením píslušné lékové formy a klasifikací 
léiv se zabývá farmaceutická legislativa. 
Léivé látky a léivé pípravky jsou v Zákon o léivech 378/2007 Sb. oznaovány souhrnn 
jako léiva. Pípravek definuje zákon jako: „a) látka nebo kombinace látek prezentovaná  
s tím, že má léebné nebo preventivní vlastnosti v pípad onemocnní lidí nebo zvíat, nebo 
b) látka nebo kombinace látek, kterou lze použít u lidí nebo podat lidem, nebo použít u zvíat 
i podat zvíatm, a to bu za úelem obnovy, úpravy i ovlivnní fyziologických funkcí 
prostednictvím farmakologického, imunologického nebo metabolického úinku, nebo za 
úelem stanovení lékaské diagnózy [2].“  
Látkou se rozumí léivá látka, která je souástí léivého pípravku, popípad zpsobuje jeho 
úinek. Zákon oznauje pojmem látka také pomocné látky, které jsou v pípravku použity  
v množství bez vlastního léebného úinku. Ty umožují nebo mohou usnadovat výrobu 
pípravku i jeho podávání, pípadn njakým zpsobem pízniv ovlivují farmakokinetické 
vlastnosti samotných léivých látek obsažených v pípravcích [2].  
2.2 Osud léiva v organismu 
Léivo v organismu reaguje množstvím komplikovaných a na sebe navazujících proces  
a dílích reakcí, které nastávají po aplikaci a jejichž výsledkem je biologický úinek [3].  
Prostup léiva organismem je možné rozložit do tí fází: 
1. farmaceutická fáze – molekuly úinné látky se uvolují z léku  
2. farmakokinetická fáze – probíhá zmna koncentrace léiva a jeho úinnosti v ase  
3. farmakodynamická fáze – zahrnuje složitý soubor reakcí, bhem nhož dochází 
k interakci úinné látky s receptorem, což pozdji vyvolá biologický úinek [3, 4].  
 
Obr. . 1: Osud léiva v organismu [4] 
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2.2.1 Farmaceutická fáze 
V prbhu farmaceutické fáze se z lékové formy uvolní urité množství léiva a pijde tak do 
kontaktu s biologickými membránami. Zásadní vliv má v této fázi charakter lékové formy, 
který rovnž ovlivuje rychlost, jakou bude proces probíhat [3, 5].  
Z pevných forem je úinná látka uvolnna disperzí, v ideálním pípad se rozpustí. U tekutých 
forem léku vtšinou farmaceutická fáze neprobíhá, protože se rozpouští pouze v pípad, 
pokud je úinná látka ve form emulze nebo disperze [3].  
2.2.2 Farmakokinetická fáze 
Farmakokinetická fáze pedstavuje procesy, pi kterých se mní koncentrace léiva 
v organismu. Transport látek organismem na vtší vzdálenosti zprostedkovává krevní obh. 
Tyto látky však musí být rozpustné ve vod nebo musí být schopné vázat se na bílkoviny 
krevní plazmy. Pro prbh farmakokinetické fáze má zásadní význam transport látek pes 
biologickou membránu. Dalšími procesy, které ovlivují koncentraci léiva v organismu, jsou 
absorpce, distribuce a eliminace [3, 4].  
2.2.2.1 Mechanismus transportu látek pes biologickou membránu 
Místo úinku léiva a doba jeho psobení závisí na schopnosti pohybu pes  
bariéry – bunné membrány. Bunné membrány jsou tvoeny dvojvrstvou fosfolipid, které 
jsou orientovány svými nepolárními ástmi (zbytky mastných kyselin) dovnit membrány  
a polárními, hydrofilními ástmi vn membrány, do vodné fáze [4, 6].  
  
 
 
Obr. . 2: Struktura biologické membrány [7] 
 
Vnitní prostedí biologické membrány je hydrofobní, což zapíiuje, že vtšina látek 
rozpustných ve vod pes membrány neprochází. Transport látek procházejících membránou 
je možný rznými mechanismy: 
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1. Pasivní difúze – dj, který probíhá ve smru koncentraního spádu bez dodání energie. 
Vstup látky do buky se dje prostou nebo usnadnnou difúzí. Prostou difúzí mohou 
pes membránu pronikat jen léiva s malou molekulovou hmotností nebo dostaten 
lipofilní léiva. Usnadnnou difúzí mohou pronikat látky rozpustné ve vod, které se 
naváží na specifické membránové proteiny, a tím se vytvoí komplex léivo – 
penaše, schopný prostoupit do nitra membrány, kde se následn rozpadá [8].  
2. Prostup pes membránové póry je dj, který probíhá prostou difúzí nebo filtrací. Póry 
proniknou jen molekuly látek s menší velikostí, než jakou mají samotné póry [8].  
3. Spažený transport – je pasivní transport spažený s  jiným systémem, který 
spotebovává energii. Transport mže probíhat dvojím zpsobem: 
- Symport – penašeová bílkovina transportuje dv látky stejným smrem 
- Antiport – penašeová bílkovina nejdíve transportuje jednu ástici jedním 
smrem a teprve poté mže být opaným smrem penesena druhá ástice [8].  
4. Aktivní transport – je zprostedkován integrálními membránovými proteiny a  probíhá 
proti koncentranímu spádu. Aby mohl být aktivní transport uskutenn, je nutné 
dodat energii, která se získává nap. štpením ATP [8].  
5. Vezikulární transport – je transport látek do buky nebo z  buky prostednictvím 
vák (vezikul), které vznikají vchlípením a zaškrcením membrány. Existují dva 
druhy vezikulárního transportu, a to pinocytóza a fagocytóza [8, 9].  
2.2.2.2 Absorpce 
Po pijetí léiva je nutné, aby se úinná látka dostala do místa úinku. Léivo proto musí být 
aplikováno pímo do krve, pípadn je teba, aby se do ní po podání absorbovalo [7]. 
Absorpce je definována jako pestup léiva z  místa aplikace do krevního eišt [10]. 
Množství léiva, které pejde v nezmnné form do krevního obhu a je dostupné pro 
distribuci, se oznauje jako biologická dostupnost [9].  
Absorpce je ovlivnna: 
- fyzikáln-chemickými faktory, 
- rozpustností léiva,  
- podmínkami v míst absorpce,  
- koncentrací léiva,  
- prtokem krve v míst absorpce, 
- velikostí absorpního povrchu [10].  
2.2.2.3 Distribuce 
Distribuce nastane po absorpci léiva do krevního eišt. Distribuce je proces, pi kterém 
dochází k pestupu léiva z krevního eišt do tkání a orgán. Rychlost distribuce je 
ovlivnna:  
- prtokem krve tkání nebo orgánem, 
- difúzí molekul z krve do tkání a orgán [6, 8].  
2.2.2.4 Eliminace 
Eliminace zahrnuje všechny dje v organismu, které napomáhají k odstranní úinné formy 
léiva. Vysoce polární léiva se mohou z organismu vyluovat v nezmnné podob (nap. 
aminoglykosidy, peniciliny), mén polární nebo lipofilní látky musí být pemnny na látky 
polárnjší a teprve poté mže dojít k  jejich vylouení z organismu. Dje, které pispívají 
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k odstranní úinné formy léiva z organismu, jsou biotransformace (pemna) a exkrece 
(vyluování) [6, 8]:  
1. Biotransformace – Pi biotransformaci se psobením enzym tvoí z lipofilních látek 
hydrofilnjší metabolity, které se z  organismu vyluují snadnji. V prbhu 
biotransformace mže dojít k biodeaktivaci léiva, po které výsledný metabolit nemá 
žádný farmakologický úinek, nebo k bioaktivaci, kdy se naopak výsledný metabolit 
stane farmakologicky aktivnjším [8, 10].  
Biotransformace bývá vtšinou dvoustupový proces. Do I. fáze se adí oxidaní 
reakce, katalyzované pevážn cytochrom P450-monooxygenázovým systémem, dále 
redukní a hydrolytické reakce. V prbhu této fáze se do chemické struktury léiva 
zavádí polární funkní skupina nebo dochází k  pozmnní stávající funkní skupiny 
tak, aby vznikly polárnjší metabolity, které je organismus schopen vylouit. 
Biotransformaní reakce II. fáze jsou konjuganí reakce, pi kterých dochází 
k interakci metabolitu z I. fáze s konjuganím inidlem za vzniku polárního konjugátu, 
který se z organismu rychle vyluuje [8, 10].  
2. Exkrece – Vyluování léiv je závislé na jejich fyzikáln-chemických vlastnostech; 
polární léiva se z organismu vyluují vtšinou rychleji než lipofilní, nkterá farmaka 
se mohou v orgánech kumulovat a psobit tak toxicky. Exkrece probíhá rznými 
cestami, nejvtší množství léiv se vylouí moí a stolicí. Nkterá léiva se vyluují 
pevážn plícemi (inhalaní anestetika) [6, 8], makrolidová antibiotika se vyluují 
pevážn žluí a moí [10].  
2.2.3 Farmakodynamická fáze 
Poté, co se úinná látka dostane do místa psobení, nastává farmakodynamická fáze. Léivo 
složitými mechanismy reaguje s biologickým systémem, což následn vyvolá farmakologický 
úinek [3].  
2.3 Antibiotika 
Antibakteriální léiva (antibiotika a chemoterapeutika) jsou velmi dležitou skupinou léiv, 
která se používá k léb infekcí zpsobených bakteriemi, jednobunnými organismy. 
Antibiotika psobí bakteriostaticky, tj. zastavují rst a množení bakterií nebo baktericidn, 
tzn., že zabíjejí bakterie. Díve se antibakteriální léiva dlila na antibiotika, pírodní 
produkty mikroorganism a chemoterapeutika, umle syntetizované látky. Toto rozdlení 
dnes již ztrácí smysl, nebo se antibiotika vyrábjí semisynteticky nebo ist synteticky [1, 
11].  
V dalších kapitolách, a to pedevším v kap. o vývoji (2.3.1), rozdlení (2.3.2) a mechanismu 
úinku (2.3.3) bude rozvedena charakteristika antibiotik blíže. Dále budou v kapitolách 
Antibiotická rezistence a Antibiotika v životním prostedí nastínna rizika související s jejich 
dopady na životní prostedí.  
2.3.1 Vývoj antibiotik 
První teorii, která íká, že mikroorganismy mohou vyvolávat onemocnní, vyslovil v druhé 
polovin 19. stol. Louis Pasteur. Detailnji zkoumal bakterie Robert Koch, kterému se 
podailo izolovat rzné druhy bakterií z lidské moi a stolice; pi pozorování jejich úink na 
zvíata zjistil, že vyvolávají stejná onemocnní jako u lovka. Paul Vuillemin v roce 1889 
prokázal, že nkteré látky produkované živoichy mohou usmrcovat nebo inaktivovat jiné 
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živoišné tvory. Tento proces nazval „antibiosa“. První pírodní antibakteriální produkt 
objevil v roce 1888 E. de Freudenreich, když zjistil, že bakterie, kterou dnes nazýváme 
Pseudomonas aeruginosa, zastavila rst jiných bakterií. Po aplikaci této bakterie pacientm 
se však zjistilo, že její úinek je nestálý a bakterie je toxická [12].  
První velký objev uinil až Alexander Fleming roku 1928, kdy zpozoroval, že rstu 
vzrostlých kolonií bakterií zabránila plíse produkující látky schopné procházet agarem; díky 
tomu mohly rozkládat bakterie. Tuto látku nazval penicilin podle plísn, která jej 
produkovala, Penicillium notatum. Penicilin byl k léb použit až v roce 1940, poté, co Florey 
a Chain pišli na zpsob, kterým by vyprodukovali potebné množství této látky, 
vyextrahovali ji a následn stabilizovali. Penicilin se zaal prmyslov vyrábt až po roce 
1943 v Británii a USA [12, 13].  
Po roce 1943 byla objevena další antibiotika, mezi nž patí nap. gramicidin, streptomycin, 
dále první širokospektré antibiotikum chloramfenikol a také cefalosporiny. Prvními 
syntetickými antibiotiky byly sulfonamidy, které byly poprvé syntetizovány ve 30. letech. 
V dnešní dob se již vyvíjejí zejména deriváty pvodních antibiotik [12].  
2.3.2 Rozdlení antibiotik 
Antibiotika pedstavují rozmanitou skupinu látek, které mají odlišnou strukturu i vlastnosti; 
dlí se proto podle nkolika faktor do rzných skupin (tab. . 1). 
 
Tabulka . 1: Rozdlení antibiotik 
charakteristika dlení skupiny antibiotik 
baktericidní – usmrcují bakterie podle typu úinku [9] bakteriostatické – zastavují rozmnožování bakterií 
úzkospektrá - ovlivují jen nkolik typ bakterií podle ovlivování potu 
bakterií [9, 10] širokospektrá - ovlivují mnoho typ bakterií 
peniciliny sulfonamidy 
cefalosporiny imidazoly 
novjší -laktamová 
antibiotika chinoliny 
amfenikoly nitrofurany 
tetracykliny pyrimidiny 
glycylcykliny polypeptidy 
makrolidy ansamyciny 
linkosamidy lokální antibiotika 
aminoglykosidy ostatní antibiotika 
podle chemické struktury 
[10, 14] 
glykopeptidy  
inhibitory syntézy bunné stny 
antibiotika poškozující cytoplazmatickou membránu 
inhibitory syntézy kyseliny tetrahydrolistové 
inhibitory syntézy nukleových kyselin 
podle mechanismu úinku 
[9, 10] 
inhibitory proteosyntézy 
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2.3.3 Mechanismus úinku antibiotik  
Existuje nkolik typ mechanism úinku antibiotik v organismu: mohou psobit na 
bunnou stnu, cytoplazmatickou membránu, rovnž mohou zasahovat do syntézy bílkovin 
nebo nukleových kyselin, pípadn inhibují metabolismus bakteriální buky zastavením 
syntézy kyseliny tetrahydrolistové. Nkterá antibiotika mohou psobit i více mechanismy 
najednou. Mechanismus úinku antibiotika vyjaduje jeho zásah do syntézy makromolekul 
buky bakterií [10, 15].  
 
Obr. . 3: Mechanismy úinku antibiotik [16] 
2.3.3.1 Inhibice syntézy bunné stny 
Inhibici syntézy bunné stny zpsobují -laktamová antibiotika (peniciliny, cefalosporiny). 
U grampozitivních bakterií je bunná stna tvoena mureinovou vrstvou, ve které se nachází 
dekapeptid kyseliny N-acetylmuramové. Z tohoto polypeptidu se odštpuje terminální  
D-alaninový zbytek a zbývající polypeptidový etzec se poté napojí na sousední glykopeptid. 
Antibiotikum interferuje s transpeptidázou, ímž se znemožní spojení dvou glykopeptid. 
Bunná stna se poškodí a mže dojít i k lýze buky [6, 17].    
U gramnegativních bakterií je vrstva mureinu obalena fosfolipidovou dvojvrstvou, která 
zapíiuje odolnost tchto bakterií proti vtšin hydrofilních antibiotik [6].  
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2.3.3.2 Poškození cytoplazmatické membrány 
Antibiotikum zvyšuje permeabilitu cytoplazmatické membrány bakterií, v dsledku ehož 
dojde k  úniku nízkomolekulárních látek a buka zanikne. Cytoplazmu poškozují  
nap. imidazoly [6, 14].  
2.3.3.3 Inhibice syntézy kyseliny tetrahydrolistové 
Antibiotikum se naváže na cílové místo kyseliny p-aminobenzoové, což je prekurzor kyseliny 
dihydrolistové. Kyselina dihydrolistová se nemže syntetizovat a zastaví se tvorba kyseliny 
tetrahydrolistové, která je dležitá pro tvorbu nukleových kyselin a dojde tedy 
k bakteriostatickému úinku. Inhibici syntézy kyseliny tetrahydrolistové zpsobují nap. 
sulfonamidy [6, 9].  
2.3.3.4 Inhibice syntézy nukleových kyselin 
Antibiotika zpsobující inhibici syntézy nukleových kyselin mohou být:  
1. Inhibitory gyrázy - zabraují optovnému spojení dvouvláknové DNA po jejím 
rozpojení a podvléknutí pi replikaci, což vede k bunné smrti; úinek je tedy 
baktericidní. Takto psobí nap. chinolová antibiotika [6, 9]. 
2. Vazba na bakteriální DNA – antibiotika se kumulují v bakteriích a psobí jako 
akceptor elektron, ímž se pítomná nitroskupina redukuje a tvoí s DNA komplex 
nebo poškozuje vlákna. Tento baktericidní úinek mají imidazoly [6].  
3. Inhibitory syntézy RNA – inhibují enzym RNA-polymerázu závislou na DNA, ímž 
potlaují syntézu bakteriální RNA. Takto baktericidn úinkuje makrocyklické 
antibiotikum rifampicin [6].  
2.3.3.5 Inhibice proteosyntézy 
Jednotlivé skupiny antibiotik inhibují urité kroky proteosyntézy vazbou na ribozom, kde se 
syntetizuje peptidový etzec. Píkladem antibiotik, která zpsobují inhibici proteosyntézy, 
jsou makrolidová antibiotika: antibiotikum se naváže na 50S  podjednotku bakteriálního 
ribozomu, která obsahuje rRNA a ribozomální proteiny. Navázáním makrolidu na tuto 
podjednotku se inhibuje transpeptidázový proces, což vede k  pedasnému odtržení 
neúplných peptidových etzc a k následné smrti buky [18].  
Úinky tchto antibiotik jsou bakteriostatické i baktericidní, patí sem i další skupiny 
antibiotik, nap. tetracykliny, amfenikoly nebo linkosamidy [9].  
2.3.4 Antibiotická rezistence 
Rezistence na antibiotika je definována jako schopnost bakteriální populace odolat úinku 
inhibiní koncentrace píslušného antibakteriálního léiva. Bakteriální rezistence od uvedení 
antibiotik na trh velmi rychle vzrstá. Mnoho bakterií je rezistentních i k nkolika druhm 
antibiotik, nkteré dokonce k nkolika souasn podaným antibiotickým preparátm. Existuje 
5 druh patogenních bakterií, které jsou rezistentní ke všem, v souasné dob dostupným 
antimikrobním látkám. V posledním desetiletí vzrstá rezistence i k makrolidovým 
antibiotikm, zejména u streptokok, piemž všechny grampozitivní koky, rezistentní 
k jednomu druhu makrolidového antibiotika, jsou rezistentní ke všem makrolidm i azalidm 
- úplná zkížená rezistence. Rezistence na antibiotika je u lidí i u chovných zvíat zpsobena 
intenzivním a dlouhodobým užíváním antibiotik. Následn se mutací vytvoí pozmnné 
bakterie, na které již antibiotika nepsobí [1, 10, 12, 14, 19].  
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2.3.4.1 Typy bakteriální rezistence 
1. Pirozená (primární) rezistence je pirozená odolnost mikroorganismu k uritému 
antibiotiku zpsobená tím, že nkteré mikroorganismy se nacházejí mimo specifické 
spektrum úinku antibiotika [14, 20].  
2. Získaná (sekundární) rezistence vzniká postupn od poátku užívání antibiotik, a to 
z dvodu dlouhodobé necílené terapie. Mutací, bakteriofágy, pípadn penosem  
tzv. R-plasmid, dochází k tvorb pozmnných bakterií, které jsou proti antibiotikm 
odolné [14].  
2.3.4.2 Mechanismy vzniku bakteriální rezistence 
Rezistence bakterií mže vznikat nkolika zpsoby, které se mezi sebou pravdpodobn 
mohou i kombinovat [21]:  
1. Produkcí specifických bakteriálních enzym, které rozrušují nebo modifikují strukturu 
antibiotik. Tento mechanismus psobí nejvíce u -laktamových antibiotik  
a u aminoglykosid. Na -laktamová antibiotika psobí -laktamázy, které jsou 
schopné hydrolyzovat -laktamový kruh, ímž znemožují vazbu antibiotika na 
transpeptidázový enzym. U aminoglykosid navazují enzymy na uritá místa 
aminoglykosidové vazby chemické skupiny (adenyl-, fosfo- nebo acetyl-)  
a znemožují tak vazbu na ribozomy [12, 19, 21].  
2. Zmnou propustnosti bakteriální stny, piemž dochází ke snížení její permeability 
modifikací pór nebo naplnním difúzních kanál vodou, následkem ehož se 
antibiotika nemohou dostat dovnit buky. Tento mechanismus psobí na 
cefalosporiny, aminoglykosidy, chinolony [14, 19].  
3. Zmnou struktury cílového místa, na které se váže antibiotikum. Takový mechanismus 
vzniku rezistence je zpsoben mutacemi, které pozmují cílová místa antibiotik 
(ribozomy, DNA-gyrázu, RNA-polymerázu, proteiny podílející se na stavb bunné 
stny) [14, 19]. Tato forma rezistence se vyskytuje u tetracyklin, aminoglykosid, 
chinolon a také u makrolid, u kterých dochází k  pozmnní struktury  
ribozom [14, 18].  
4. Vytvoením nové metabolické dráhy, která obchází úinek antibiotik a iní je tak 
neúinnými, což je známo nap. u sulfonamid [22].  
5. Zvýšením vyluování antibiotika z  bakteriálních bunk efluxními pumpami. 
Rezistentní bakterie oderpají z  buky antibiotikum rychleji, než se v ní staí 
nahromadit. Tento typ rezistence se vyskytuje pedevším u tetracyklin, ale také  
u makrolid [1, 12, 18, 21].  
2.3.5 Antibiotika v životním prostedí 
Zvyšující se spoteba antibiotik v humánním i veterinárním lékaství zapíiuje jejich 
vzrstající množství v životním prostedí. Antibiotika byla detekována ve výtocích z istíren 
odpadních vod, v sedimentech, kalech, dále také v povrchových, podzemních i v pitných 
vodách. Namené koncentrace byly v hodnotách ng/l a g/l, piemž již takto nízké hodnoty 
mají dopad na životní prostedí a psobí na necílové organismy, vetn lovka. Mohou 
zpsobovat nap. alergické reakce, ale také umožují tvorbu nebo rozšíení nových kmen 
bakterií, které jsou rezistentní k  antimikrobiálním látkám. Výskyt antibiotik v životním 
prostedí pedstavuje v souasné dob velký problém, nebo jen velmi málo podléhají 
degradaci, mnohé jsou perzistentní a tak dochází k jejich kumulaci [23, 24, 25, 26, 27].  
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2.3.5.1 Vstup léiv do životního prostedí a jejich následná distribuce  
Existují rozmanité možnosti vstupu antibiotik do životního prostedí; významnými zdroji jsou 
mstské 	OV, nemocniní odpadní vody, prmysl, skládky nebo farmy hospodáských  
zvíat [26, 28, 29].  
Nejbžnjšími vstupy humánních léiv do životního prostedí jsou exkrece, odstranní 
lokálních preparát bhem koupání a likvidace nepotebných a prošlých léiv splachováním 
do toalet, dez nebo jejich vyhozením do domovního odpadu. Bylo prokázáno, že 30 – 90 % 
aplikovaných léiv (humánních i veterinárních) nebo jejich primárních metabolit je 
vyloueno z organismu prostednictvím moi nebo stolice, piemž antibiotika dobe 
rozpustná ve vod odcházejí z tla moí, zatímco ve vod mén rozpustná antibiotika 
odcházejí stolicí. Po vylouení z  organismu jsou léiva nebo jejich rezidua nejastji 
pivádna kanalizací na istírnu odpadních vod. Zde se mohou sorbovat na istírenský kal 
nebo procházejí istírnou beze zmny spolu s vyištnou odpadní vodou do recipientu, jelikož 
	OV nejsou schopné léiva z  odpadní vody zcela odstranit. 	istírenský kal používaný 
k hnojení, popípad i vyištná odpadní voda urená k zavlažování, pak mohou 
kontaminovat pdu. Zde potom záleží na mobilit léiva, zda pejde dále do povrchové nebo 
podzemní vody, nebo zda zstane v pd. Pi aplikaci istírenského kalu obsahujícího 
antibiotika na zemdlskou pdu mže rovnž dojít i ke kontaminaci potravinových plodin. 
Léiva vyhozená do domovního odpadu a dále pevezená na skládku, se dostávají do výluhu 
ze skládky, odkud mohou opt kontaminovat vodní prostedí [23, 24, 25, 30, 31].  
Veterinární léiva se do životního prostedí dostávají nap. z  praseích farem, kde 
za posledních 30 let výrazn vzrostla jejich spoteba [32]. Bývají však aplikována také pro 
telata nebo krávy, drbež, ovce a kozy [33]; asté je rovnž použití v akvakultue [29]. 
Antibiotika se používají pro dezinfekci, lébu nebo prevenci infekních onemocnní, v sub-
terapeutických dávkách jsou užívána ke zvýšení úinnosti krmiv, a to za úelem zrychlení 
rstu hospodáských zvíat. Pevné i kapalné odpady hospodáských zvíat se asto uchovávají 
ve velkých nádržích nebo jámách; z tchto prostor se erpá kejda používaná k hnojení polí. 
Ke kontaminaci životního prostedí antibiotiky nebo jejich rezidui dochází bu únikem 
z prostor, kde se odpad z hospodáských zvíat skladuje, pípadn hnojením pd, ze kterých 
dále pronikají do povrchových, pípadn podzemních vod [23, 32, 34].  
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Obr. . 4: Zdroje léiv v životním prostedí [26] 
2.3.5.2 Antibiotika v istírnách odpadních vod 
Antibiotika pítomná v odpadních vodách pitékají na istírnu odpadních vod, kde dochází 
k negativnímu ovlivnní mikroorganism potebných pro biologický stupe ištní odpadních 
vod, ímž se snižuje jeho úinnost [30].  
Proces ištní odpadních vod lze rozdlit do nkolika fází [35]:  
1. Hrubé pedištní zajišuje, za pomoci lapáku štrku, lapáku písku, eslí, pop. lapáku 
tuku, odstranní makroskopických látek, které by mohly poškodit nebo snížit úinnost 
zaízení 	OV.  
2. V prbhu mechanického ištní se usazují nerozpuštné látky z  odpadní vody 
v usazovacích nádržích a z hladiny se shrabují plovoucí neistoty.  
3. Pi biologickém ištní se k odstranní biologicky rozložitelných organických látek 
využívá smsná kultura mikroorganism, pro kterou jsou tyto zneišující látky 
substrátem. 
4. Doištní odpadní vody se provádí filtrací, biologicky nebo chemicky. 
Toto bžné ištní není dostaující k úplnému odstranní antibiotik. Ve výtocích z istírny 
odpadních vod jsou rezidua antibiotik i jiných farmaceutických produkt bžn detekována  
a stanovována v koncentracích ng/l nebo i g/l [36].  
Odstraování antibiotik z  odpadní vody v 	OV je vzhledem k rozdílným eliminaním 
mechanismm jednotlivých antibiotik velmi složitý proces. Jejich dokonalé odstranní 
v istírn má ovšem skutený význam, nebo znan pispje k  omezení kontaminace 
životního prostedí antimikrobiálními látkami a riziky s tím spojenými. [37, 38].  
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Farmaceutické produkty lze z istírny odpadních vod ásten odstranit biodegradací a sorpcí 
na aktivovaný kal – ty však musí daným procesm podléhat. Sorpce na aktivovaný kal má 
vtší význam u hydrofobních léiv, u hydrofilních je znan omezena. Odstranní antibiotik 
z istírny odpadních vod je rovnž ovlivnno mnoha jinými faktory než jejich  
fyzikáln-chemickými vlastnostmi; tmi jsou zejména složení a teplota surové odpadní vody, 
retenní asy i zatížení 	OV [38].  
Dokonalé odstranní antibiotik a dalších farmaceutických produkt je pedmtem výzkum. 
V souasné dob se pro odstranní antibiotik a dalších farmaceutických látek z odpadních vod 
používají membránové procesy, pedevším mikro- a ultrafiltrace. Lepších výsledk by však 
bylo dosaženo použitím hustších membrán, které jsou využívané pi nanofiltraci a reverzní 
osmóze; užití tchto metod však zvyšuje spotebu energie. Membránové procesy dosahují 
lepších výsledk, a to v porovnání s  tradiními metodami ištní odpadních vod, jelikož 
membrány pedstavují polopropustnou fyzickou bariéru, která umožuje úinnjší separaci 
ástic a molekul. Membrány odluují zneišující látky z  toku a zabraují tak tvorb  
reziduí [39, 40].  
Dalšími možnostmi odstranní léiv z odpadních vod jsou pokroilé oxidaní procesy, mezi 
které se adí fotokatalýza založená na blízkém UV nebo viditelném záení, dále elektrolýza, 
ozonizace, pípadn kombinace ozonu s  UV záením nebo ozonu s peroxidem vodíku, 
Fentonová oxidace, ultrazvuk, mikrovlny, pulzní plazma nebo použití železnanového  
inidla [41, 42].  
2.3.5.3 Dsledky výskytu léiv v životním prostedí 
Antibiotika jsou potenciáln biologicky aktivní sloueniny, které psobí na lovka i na 
necílové organismy, a proto jejich pítomnost v životním prostedí pedstavuje vysoké riziko. 
Úinky antibiotik na savce jsou velmi dobe popsány, avšak u necílových organism nejsou 
tyto úinky tak dobe známé, a proto mohou být zcela odlišné. Vysoké procento do tla 
pijatých antibiotik se vyluuje v podob, ze které jsou opt schopné se pemnit na 
mateskou sloueninu [28, 30, 32].  
Zjišované hodnoty antibiotik ve vodách však obecn nedosahují hodnot, které zpsobují 
akutní toxicitu. Akutní toxicita byla doposud zjištna jen výjimen, a to u víník a korýš, 
mén již u ryb a bakterií. Hodnoty bývají ale dostaten vysoké pro vyvolání chronické 
toxicity, která pedstavuje nap. reprodukní a metabolické zmny necílových organism. 
Pítomnost i velmi nízkých koncentrací antibiotik ve vodním prostedí mže zapíinit 
pohlavní abnormality u ryb, zmny v potu jedinc jednotlivého pohlaví a dokonce i kolaps 
populace. Byla také pozorována snížená rozmanitost druh as, zejména sinic, které jsou na 
antimikrobiální látky velmi citlivé. Pítomnost reziduí antibiotik ve vodním prostedí je dále 
riziková vi prospšným mikrobiálním organismm, které jsou zodpovdné za biologické 
pochody jako je fixace dusíku, denitrifikace a rozklad organických látek. Nebezpeí 
kontaminace vodního prostedí léivy spoívá však v  tom, že více rzných druh reziduí, 
která se zde setkávají, mže na organismy psobit synergicky. Mezi nejvíce škodlivá 
antibiotika pro vodní prostedí je nutné zaadit také  makrolidová antibiotika [25, 30, 33, 43].  
Dalším velkým problémem pítomnosti antibiotik ve vodním prostedí je možnost vzniku 
rezistence u bakterií, které se zde s  nimi setkávají. Tyto bakteriální kmeny mohou 
pedstavovat jakýsi „zásobník“ rezistentních bakterií, piemž mohou také vyvíjet a šíit 
rezistentní geny do vodního i terestrického prostedí, ímž dojde ke snížení možnosti léit 
nkteré choroby práv tmito léivy [30, 44].  
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2.4 Makrolidová antibiotika 
Makrolidová antibiotika tvoí skupinu léiv velmi asto užívanou v humánní i veterinární 
medicín. Tato primárn bakteriostatická antibiotika se stedn širokým antibakteriálním 
spektrem tvoí pravdpodobn nejvtší skupinu pirozených léiv. Makrolidy získaly svoje 
pojmenování podle makrocyklického laktonového kruhu se 14, 15 nebo 16 atomy, na který se 
váží alkylové, aldehydové, ketonové nebo hydroxylové skupiny a glykosidickou vazbou se na 
hydroxylové skupiny váží ješt neutrální cukry nebo bazické aminocukry [15, 18, 23, 45, 46].  
První makrolidové antibiotikum, erythromycin, bylo izolováno v roce 1952 z metabolického 
produktu plísn Streptomyces erythreus. Následn byla objevována další makrolidová 
antibiotika, velmi podobná erythromycinu, se stále lepšími farmakokinetickými vlastnostmi. 
Makrolidová antibiotika se stala velmi oblíbenými nejen díky své nízké toxicit (nežádoucími 
úinky jsou nejastji pouze nauzea a zvracení) a širokému spektru úinku, které zahrnuje 
nap. streptokoky, pneumokoky, mykoplasmata, legionely, chlamidie, ale v dsledku snadné 
aplikaci a rychlému vstebávání ze zažívacího traktu do všech tkání, tlních tekutin a bunk 
(krom CNS). V porovnání s ostatními skupinami antibiotik je u makrolid menší riziko 
vzniku rezistence a rovnž menší riziko vzniku alergie [10, 47, 48].  
2.4.1 Rozdlení makrolid 
 Makrolidová antibiotika je možné zaadit do nkolika skupin: 
1. Pirozené makrolidy I. generace mají krátký biologický poloas, musí se proto 
podávat v pomrn vysokých a astých dávkách. Je zde možná léková interakce 
s nkterými léivy [46].  
2. Syntetické makrolidy II. generace mají výhodnjší farmakokinetické vlastnosti, 
podávají se proto v mén astých a nižších dávkách než makrolidy I. generace. Je zde 
také nižší výskyt lékových interakcí [46].  
3. Azalidy byly vytvoeny vlenním dusíku do 14 lenného laktonového kruhu.  
Od ostatních makrolid se liší vysokým biologickým poloasem a velmi pomalým 
uvolováním z tkání [45].  
4. Ketolidy jsou nejnovjší a prozatím málo prozkoumanou skupinou makrolidových 
antibiotik. Tato antibiotika byla vyrobena nahrazením cukru kladinóza, ze 14 lenného 
laktonového kruhu, ketonovou vazbou. Prokázala se úinnost ketolid v nkterých 
pípadech, kdy byla zjištna rezistence na makrolidy [45].  
 
Tabulka . 2: Rozdlení makrolidových antibiotik s píklady píslušných vyrábných lék [14] 
Skupina Název léiva Píklady vyrábných lék 
erythromycin EMU-V, Meromycin, Erythromycin-Ratiopharm, Erythrocin 
spiramycin Rovamycine 
pirozené makrolidy  
I. generace 
josamycin Wilprafen 
roxithromycin Rulid 
clarithromycin Klacid, Fromilid, Lekoklar syntetické makrolidy  II. generace 
dirithromycin Dynabac 
azalidy azithromycin Sumamed, Zitrocin, Zithromax, Azitrox 
telithromycin Ketek ketolidy 
cethromycin  
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2.4.2 Vybraná makrolidová antibiotika  
2.4.2.1 Erythromycin 
Erythromycin je sms makrolidových antibiotik, která jsou produkovaná mikroorganismem 
Streptomyces erythreus. Hlavní složkou je erythromycin A, jehož sumární vzorec je 
C37H67NO13, Mr = 733,94 [49].  
Erythromycin je bílý až svtle žlutý prášek nebo tvoí bezbarvé až svtle žluté krystaly.  
Je slab hygroskopický, špatn se rozpouští ve vod, je dobe rozpustný v ethanolu  
a methanolu [49].  
Rozkládá se v kyselém prostedí v žaludku na neúinné vedlejší produkty (ketony, alkoholy, 
ethery), které jsou zodpovdné za jeho nízkou biodostupnost a vedlejší úinky v GIT [50].  
 
 
Obr. . 5: Vzorec erythromycinu A [51] 
 
Toto makrolidové bakteriostatické antibiotikum se používá pi infekcích dýchacích cest 
vyvolaných pedevším mykoplazmaty, chlamydiemi, stafylokoky nebo streptokoky, dále pi 
infekcích kže nebo infekcích moových cest [46].  
2.4.2.2 Clarithromycin 
Clarithromycin je makrolidové bakteriostatické antibiotikum, které se v organismu 
metabolizuje na úinnjší 14-hydroxyclarithromycin. Clarithromycin má silné antibakteriální 
úinky a je proti kyselému prostedí odolnjší než erythromycin, vykazuje taktéž lepší 
farmakokinetické vlastnosti a je lépe snášen v GIT [10, 50].  
Clarithromycin je bílý krystalický prášek prakticky nerozpustný ve vod, avšak dobe 
rozpustný v acetonu. Jeho sumární vzorec je C38H69NO13, Mr = 747,97 [49].  
 
 
Obr. . 6: Vzorec clarithromycinu [52] 
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Toto léivo se používá k léb stejných onemocnní jako výše zmínný erythromycin, a dále 
také proti infekcím zpsobeným Helicobacter pyroli [46].  
2.4.2.3 Roxithromycin 
Roxithromycin je novjší bakteriostatické makrolidové antibiotikum s  lepší absorpcí  
a tolerancí než má erythromycin. Roxithromycin se z organismu vyluuje pevážn jako 
mateská látka stolicí, mén pak moí [10].  
Roxithromycin je bílý nebo tém bílý krystalický prášek, který se ve vod rozpouští jen 
velmi obtížn, dobe se rozpouští v ethanolu a dichlormethanu. Tato polymorfní látka má 
sumární vzorec C41H76N2O15 a Mr = 837,06 [53].   
 
Obr. . 7: Vzorec roxithromycinu [54] 
 
Roxithromycin se používá k léb stejných onemocnní jako erythromycin a dále také pi 
léb isosporiázy [10].  
2.5 Analýza léiv 
Ke stanovení antibiotik je možné použít nkolika metod: stanovení za pomoci vysokoúinné 
kapalinové chromatografie (HPLC), plynové chromatografie (GC) nebo kapilární 
elektroforézy (CE). Jako detektory se používají napíklad fluorescenní (FLD), 
amperometrický nebo coulometrický detektor, detektor s diodovým polem (DAD) nebo 
hmotnostní spektrometr (MS). Vzhledem k velmi nízké koncentraci analyt ve stanovovaných 
matricích je teba ped vlastní analýzou provést zakoncentrování, nejastji  
metodou SPE. Neopomenutelnou souástí analýzy je také proces vzorkování [23, 55, 56].  
2.5.1 Vzorkování a úprava vzorku ped extrakcí 
Proces vzorkování se skládá ze dvou krok:  
- odbr a úprava vzorku v terénu a jeho doprava do laboratoe, 
- strategie vzorkování, která zahrnuje plánování, volbu postupu, kontrolu  
a ízení jakosti [57].  
Odbr musí být proveden tak, aby byl získán reprezentativní a dostaten velký vzorek 
požadovaného materiálu (vody, sedimentu, biologického materiálu), který bude dopraven do 
laboratoe. Následuje úprava vzorku podle pokyn laboratoe (konzervace, filtrace pro 
oddlení suspendované a rozpuštné složky), a poté je vzorek peveden do sklenné, pokud 
možno hndé, vzorkovnice, která bude neprodyšn uzavena (nap. uzávrem z PTFE)  
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a zchlazena na teplotu 4 °C. Vzorek je nutné zpracovat co nejdíve, nejlépe do 24 hodin po 
jeho odebrání [57, 58].  
Odbry vzork odpadních vod by se mly provádt z míst s turbulentním proudním, nebo 
zde bývá nejnižší výskyt nerozpuštných látek. Vzorky lze odebírat manuáln nebo pomocí 
automatických odbrových zaízení. Použití automatických zaízení je spolehlivé, mén 
nákladné a efektivní, akoliv ne vždy je vhodné (nap. pro stanovení tkavých látek). Vzorky 
se nejastji odebírají z  pítoku a odtoku z istírny odpadních vod, ovšem se mohou také 
odebírat z kanalizaní sít nebo bhem procesu ištní. Odbry vzork se provádjí po uritou 
dobu (nap. 7 dní), sbírají se smsné nebo bodové vzorky. Smsné vzorky udávají prmrnou 
hodnotu daného ukazatele zneištní – odebírá se nap. jeden 24 hodinový smsný vzorek na 
pítoku 	OV a jeden na jejím odtoku, piemž takovýto vzorek se skládá z 24 smíšených 
vzork odebíraných vždy po jedné hodin. Bodové vzorky umožují sledovat hodnoty 
zneištní v jednotlivých asových intervalech, a jsou tedy asto výhodnjší než vzorky 
smsné [59, 60, 61].  
Ped provedením extrakce je teba vzorek vody oddlit od nerozpuštných látek. Filtrace 
vzorku vody se provádí nejprve pes papírový filtr o velikosti pór 2,5 m a poté pes 
membránový filtr o velikosti pór 0,45 m [28].  
2.5.2 Metody extrakce 
Ped vlastním stanovením je teba z  matrice izolovat analyt. Matrice pedstavuje 
multisložkovou soustavu, kde se analyt asto nachází ve velmi nízké koncentraci a bývá 
doprovázen dalšími složkami, které by mohly rušit stanovení. Analyt je proto nezbytné ped 
analýzou peistit a zakoncentrovat, což se provádí extrakními metodami. Extrakce je 
separaní metoda, pi níž se využívá rozdílné rozpustnosti jednotlivých složek vzorku 
v rzných rozpouštdlech, ímž dochází k distribuci složky mezi dv nemísitelné fáze [62, 
63].  
Pro extrakci makrolidových antibiotik z vodné fáze se nejastji používá extrakce tuhou fází 
(SPE) [23] nebo mikroextrakce tuhou fází (SPME); používá se rovnž extrakce  
kapalina - kapalina (LLE) [56].  
2.5.2.1 Extrakce kapalina – kapalina (LLE) 
V prbhu extrakce kapalina – kapalina dojde k distribuci analytu mezi dv nemísitelné 
kapaliny. Jako extrakní inidlo je možné použít jedno rozpouštdlo nebo sms více 
rozpouštdel. Pi extrakci z  vody je ale nutné použít takové rozpouštdlo, které bude 
minimáln mísitelné s vodou a nebude tvoit emulze na fázovém rozhraní (pro makrolidy se 
používá nap. diethylether [56]). Tato klasická kapalinová extrakce je rychlá, jednoduchá  
a univerzální, má však vysokou spotebu organických rozpouštdel a jejím rizikem je tvorba 
emulzí na fázovém rozhraní. LLE je možné provádt v kontinuálním i diskontinuálním  
módu [62, 64].  
2.5.2.2 Extrakce tuhou fází (SPE) 
Extrakce tuhou fází je metoda odstraující nedostatky extrakce kapalina – kapalina.  
SPE minimalizuje potebná množství rozpouštdel, je proto bezpenjší a levnjší, nemá 
problémy s  pípadnou tvorbou emulzí a dosahuje vyšší selektivity než LLE. Extrahované 
sloueniny jsou zachycovány na tuhém sorbentu, a proto není teba užití nemísitelných 
 23 
rozpouštdel, a navíc je možné zvolit velikost separovaných molekul podle velikosti pór 
v sorbentu [65].  
Extrakce tuhou fází je založena na rovnovážné distribuci analytu mezi vodnou a tuhou fází. 
Analyt pítomný ve vod se dostane do kontaktu s tuhým sorbentem, který sorbuje analyt co 
nejsilnji a ostatní složky roztoku co možná nejslabji. Zachycený analyt se po oddlení od 
roztoku uvolní ze sorbentu elucí vhodným rozpouštdlem nebo termickou desorpcí. Extrakci 
lze provést dvma typy uspoádání: 
- Pi statickém uspoádání se roztok vzorku míchá se sorbentem a sorbent se následn 
oddlí od roztoku filtrací. 
- Pi dynamickém uspoádání protéká roztok vzorku pes sorpní kolonku s vhodným 
sorbentem [66].  
Postup SPE je znázornn na obr. . 8, skládá se z následujících krok [65]: 
1. Pedúprava kolonky neboli její kondicionace spoívá ve smoení kolonky 
pedepsaným rozpouštdlem (pro makrolidy nap. 5 ml acetonitrilu 
následovaného 5 ml mili Q vody [22]), ímž dojde k aktivaci pevné fáze;  
následným propláchnutím rozpouštdlem, které je podobné vzorku, se pro nj 
upraví prostedí. 
2. Aplikace vzorku probíhá stálým prtokem pes sorpní kolonku, který je 
zabezpeen kontrolovaným podtlakem (vodní vývvou), petlakem (pístem, 
erpadlem), anebo odstedivou silou (odstedivkou). Pi styku vzorku s pevnou 
fází sorpní kolonky dochází ke  specifickým interakcím mezi pevnou fází  
a analytem, následkem ehož dochází k selektivní sorpci analytu a k volnému 
prchodu ostatních látek, které se nesorbují.   
3. Promytí kolonky vhodným rozpouštdlem (u makrolid nejastji  
mili Q vodou [22]) zajistí odstranní zbylých složek roztoku, aniž by došlo 
k vymytí analyzovaných složek.  
4. Sušení kolonky se provádí proudem inertního plynu, nejastji dusíku. Je nutné 
v pípad, kdy se eluní inidlo výrazn odlišuje od promývacího roztoku.  
5. K eluci analytu dojde promytím kolonky vhodným eluním inidlem  
(u makrolid nap. acetonitril, methanol, amonium acetát [22, 67]). Z kolonky 
se selektivn desorbují analyty a nežádoucí složky zde zstávají  
sorbovány [26, 62, 65].  
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Obr. . 8: Postup extrakce tuhou fází [68] 
 
Kolonky používané k SPE jsou ve tvaru injekní stíkaky bez pístu, naplnné sorbentem, 
který je uzaven mezi dvma fritami. Sorbent se volí podle charakteru stanovovaného analytu. 
	asto se používá silikagel s chemicky vázanými fázemi (nap. oktadecyl, oktyl, fenyl), 
dalšími možnostmi jsou polymerní, uhlíkové nebo imunoafinitní sorbenty [62, 69]. Pro 
stanovení makrolid se používají nap. kolonky Oasis HLB, nebo SAX kolonky, které 
obsahují siln aniontov výmnný sorbent [67].  
Extrakci tuhou fází lze automatizovat tak, že se pímo propojí s analytickou metodou, 
nejastji HPLC. Pi tomto zpsobu provedení se vzorek nastíkne do pístroje, ve kterém 
nejprve prochází všemi kroky extrakce tuhou fází a následn je provedena kapalinová 
chromatografie. Takový proces je citlivjší, pesnjší, bezpenjší a spotebuje mén 
rozpouštdel než klasická SPE a rovnž eliminuje ztráty analytu i kontaminaci vzorku [70].  
Existují dv modifikace SPE: 
- Extrakce na membránovém extrakním disku, kdy jsou ástice sorbentu zachycené na 
PTFE matrici. Tyto tenké membrány s velkým prmrem mají vysokou hustotu sorbentu. 
Prtok roztoku pes membránu je tedy nižší a umožuje tak lepší zachycení analytu, 
zárove je ale tato metoda rychlejší než SPE na kolonce, nebo jsou disky široké  
a umožují vtší prtok kapaliny [62].  
- Mikroextrakce tuhou fází (SPME) je bezrozpouštdlová metoda využívající k adsorpci 
analytu kemenné vlákno pokryté polydimetylsiloxanem (PDMS), polyakrylátem (PA) 
nebo kopolymerem dimetylsiloxanu a divinylbenzenu. Pi této metod se analyt nejdíve 
adsorbuje na povrch SPME vlákna; poté se desorbuje mobilní fází na kolonu 
kapalinového chromatografu nebo se v injektoru plynového chromatogafu desorbuje 
termicky [62].  
2.5.3 Stanovení antibiotik vysokoúinnou kapalinovou chromatografií (HPLC)  
Vysokoúinná kapalinová chromatografie je široce užívanou metodou pro stanovení 
makrolidových antibiotik [56].  
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Pednosti této metody spoívají v:  
- možnosti kvantitativního i kvalitativního stanovení analytu,  
- minimální spotebn vzorku, 
- rychlém a citlivém stanovení, 
- možnosti separace termolabilních a polárních látek, 
- možnosti automatické detekce [65, 71].  
2.5.3.1 Princip separace 
Principem separace je rozdlení látek mezi stacionární fází pítomnou v kolon a mobilní fází 
protékající kolonou pod vysokým tlakem. K dlení látek lze využít všechny vratné 
dvoufázové separaní mechanismy [72]: 
- Gelová permeaní chromatografie (GPC) rozdluje látky v pórech gelu podle jejich 
velikosti. 
- Rozdlovací chromatografie (LLC) využívá rozdílné distribuce analytu mezi dvma 
nemísitelnými kapalinami.  
- Adsorpní chromatografie (LSC) dlí molekuly analytu podle jejich odlišné schopnosti 
adsorbovat se na povrchu tuhé fáze.  
- Iontov výmnná chromatografie (IEC) separuje ionty podle rozdílné schopnosti 
analyt sorbovat se na povrchu iontomnie [65, 72].  
2.5.3.2 Kapalinový chromatograf 
Kapalinový chromatograf obsahuje zásobníky mobilní fáze s odplyovaem. Ze zásobník se 
mobilní fáze erpá vysokotlakým erpadlem do smšovae mobilní fáze. Pro separaci látek 
s podobnými eluními vlastnostmi je možno použít izokratickou eluci, pi které se používá 
jedna mobilní fáze, jejíž složení se bhem separace nemní. Jestliže se separují analyty, 
jejichž eluní parametry jsou rozdílné, používá se gradientová eluce. Pi tomto typu eluce se 
k jedné mobilní fázi v prbhu separace pimíchává druhá, pípadn tetí mobilní fáze, jejich 
vzájemné pomry se v prbhu separace mní [65, 72].  
Prtok mobilní fáze je zajišován pístovými nebo membránovými erpadly. Membránové 
erpadlo má od vlastního pracovního prostoru membránou oddlený prostor s pístem, který je 
naplnný hydraulickou kapalinou. Pro zajištní bezpulzního toku mobilní fáze se zaazují dv 
erpadla tak, aby na sebe navazovala fáze výtlaku a fáze sání [65].  
Dávkování vzorku lze provést speciální injekní stíkakou, piemž se jehlou probodne 
pryžové septum, a poté je možné dávkovat rzné objemy vzorku. Výhodnjší je dávkování 
provádt obtokovým dávkovacím kohoutem, kdy se dávkuje pevn urený, pesný objem 
vzorku [72].  
Separace látek probíhá na náplové kolon, což je trubice z borosilikátového skla nebo nerez 
oceli, dlouhá 5 – 30 cm, s vnitním prmrem 2 – 8 mm. Kolona je naplnná stacionární fází, 
která je, v pípad chromatografie s obrácenými fázemi, nepolárního charakteru; stacionární 
fází tedy mže být nap. silikagel s chemicky vázanými alkyly (oktadecyl, oktyl). Mobilní 
fází mže být nap. methanol, acetonitril nebo tetrahydrofuran. Jako polární sorbenty je 
možné použít aluminu nebo silikagel, pro stanovení antibiotik však bývají mén asté. Pro 
stanovení makrolidových antibiotik se používá kolona se stacionární fází silikagelem 
s navázaným oktadecylovým radikálem, nap. Hypurity C18 [23, 56, 66, 71, 72].  
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Obr. . 9: Schéma vysokoúinného kapalinového chromatografu [73] 
2.5.4 Detektory pro HPLC 
Analyty, které postupn procházejí kolonou, jsou v mobilní fázi identifikovány v detektoru, 
který mí kontinuáln uritou fyzikální vlastnost eluátu (nap. absorpci, fluorescenci, 
vodivost, index lomu…) [65]. 
Požadavky na detektory jsou:  
- vysoká citlivost – schopnost stanovit analyty v roztoku v koncentracích až ng/ml,  
- univerzálnost – schopnost stanovit všechny oddlené složky vzorku,  
- nezávislost odezvy na zmnném složení mobilní fáze pi gradientové eluci,  
- reprodukovatelnost odezvy,  
- linearita odezvy [72].  
Pro stanovení makrolidových antibiotik se užívají UV detektory, ale díky slabé absorpci UV 
záení makrolidy je efektivnjší použít elektrochemického detektoru, vysoce citlivého 
hmotnostního spektrometru nebo po derivatizaci fluorescenního detektoru [52, 74].  
2.5.4.1 Fluorescenní detektor  
Fluorescenní detektor je selektivní, citlivý detektor (dokáže stanovit koncentrace  
v hodnotách až 10-14 g/ml), použitelný pi gradientové eluci. Tento typ detektoru je uren pro 
látky, které vykazují fluorescenci; pokud analyt nefluoreskuje, musí být derivatizován. 
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Princip detektoru spoívá v mení emisního záení, které látka vyšle poté, co absorbuje 
záení excitaní. Zdrojem excitaního záení je rtuová, xenonová nebo deuteriová výbojka. 
Za zdrojem je umístna difrakní mížka, která propustí pouze záení s vlnovou délkou pro 
excitaci. Poté, co látka absorbuje excitaní záení a zane emitovat fluorescenní záení, 
dopadá toto záení na druhou difrakní mížku, která tentokrát propustí pouze záení o vlnové 
délce emise. Fluorescenní záení se mí kolmo na smr vstupujícího záení fotonásobiem, 
aby byl zachycen co nejsilnjší signál [62, 65, 69,75].  
 
 
 
Obr. . 10: Schéma fluorescenního detektoru [75] 
 
2.5.4.2 Elektrochemické detektory  
Pro stanovení makrolidových antibiotik se používají také elektrochemické detektory [56]. 
Výhodou elektrochemických detektor je jejich citlivost (dokáží stanovit analyty 
v koncentracích 10-9 – 10-12 g/ml), nutno však upozornit na to, že nejsou použitelné pro 
gradientovou eluci. Pro stanovení pomocí elektrochemických detektor je nutné, aby byla 
mobilní fáze vodivá (musí obsahovat sl nebo sms vody a organického rozpouštdla, které je 
mísitelné s vodou). Tyto detektory promují elektrochemickou veliinu, která je vyvolaná 
prchodem látky prtokovou celou detektoru, kde jsou elektrody s vloženým naptím. Tato 
elektrochemická veliina je závislá na koncentraci analytu. Nejastji se používá 
ampérometrický detektor, který mí proud a coulometrický detektor, který mí náboj [56, 
62, 71, 76].  
 
Obr. . 11: Schéma elektrochemického detektoru [77] 
2.5.4.3 Spektrofotometrické detektory  
Spektrofotometrické detektory jsou citlivé (dokáží stanovit i koncentrace v hodnotách  
10-9 - 10-10 g/ml) a jsou použitelné pro gradientovou eluci. Principem jejich funkce je mení 
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absorbance eluátu protékajícího celou detektoru. Jednodušší detektory mohou pracovat pouze 
s uritými vlnovými délkami: 220, 254, 436 a 546 nm, dokonalejší spektrofotometry 
umožují nastavení vlnové délky v rozmezí 200 – 800 nm. Nejmodernjší spektrofotometr 
s diodovým polem (DAD) snímá celé absorpní spektrum eluátu každou sekundu. DAD 
umožuje trojrozmrné sledování spektra, jeho výsledkem je 3D chromatogram závislosti 
absorbance na vlnové délce a na ase. Spektrofotometr s  diodovým polem je tvoen 
deuterovou výbojkou, ze které je paprsek záení fokusován do prtokové cely, a poté se 
rozkládá na mížce a dopadá na diodové pole, tvoené velkým potem fotodiod, z nichž každá 
zaznamenává úzké rozmezí spektra (1 - 2 nm) [62, 71, 72, 78].  
Spektrofotometrické detektory bývají pro stanovení makrolidových antibiotik ve spojení 
s HPLC asto používány, piemž tyto analyty bývají meny pi rzných vlnových délkách, 
nap.: 210, 220, 236 nebo 254 nm [56].  
 
Obr. . 12: Schéma detektoru s diodovým polem [79] 
2.5.4.4 Hmotnostní spektrometr  
Pro analýzu makrolidových antibiotik se v posledních letech stále astji užívá spojení 
kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií (LC-MS) nebo také s tandemovou 
hmotnostní spektrometrií (LC-MS-MS). Dvodem je schopnost hmotnostního spektrometru 
stanovit již stopové koncentrace analytu (nkolik ng/l) [23, 56, 80].  
Principem hmotnostní spektrometrie je ionizace analyt a jejich následná separace podle 
pomru hmotnosti a náboje (m/z). Tato destruktivní metoda umožuje kvantitativní  
i kvalitativní analýzu slouenin [81].  
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Obr. . 13: Schéma hmotnostního spektrometru [82] 
 
Po vstupu vzorku do hmotnostního spektrometru je teba pevést molekuly analytu na ionty, 
což se dje v  iontovém zdroji. Existuje nkolik ionizaních technik: elektronová ionizace  
a chemická ionizace se používají pro plyny, pro kapaliny se nejastji používá elektrosprej, 
termosprej a MALDI. Dalšími technikami jsou nap. ionizace desorpcí polem (FD), desorpcí 
plazmou (PD), desorpcí laserem (LD), pípadn také ionizace ostelováním vzorku rychlými 
atomy (FAB) nebo ionizace elektrickým polem (FI) [78, 83].  
Iontový zdroj urychluje ionty do analyzátoru, kde probíhá jejich separace podle pomru 
hmotnosti a náboje. Mezi nejastji užívané analyzátory patí kvadrupól a iontová past, 
používá se však také analyzátor doby letu (TOF) [84].  
Kvadrupól se skládá ze dvou pár paralelních tyí kruhového nebo hyperbolického prezu 
umístných mezi iontovým zdrojem a detektorem. Tye jsou pipojeny na zdroj 
stejnosmrného a stídavého naptí a jsou propojeny tak, že vždy dv protilehlé tye mají 
stejný potenciál (obr. . 13). Ionty zanou v analyzátoru oscilovat a pi uritém pomru 
stídavého a stejnosmrného naptí projdou pouze ty, které mají uritý pomr m/z  a ostatní se 
zachytí na tyích kvadrupólu [78, 85].  
 
Obr. . 14: Schéma kvadrupólového analyzátoru [86] 
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Iontová past je složena ze tí elektrod – dv krajní jsou uzemnny a na stedovou prstencovou 
elektrodu je vkládáno vysokofrekvenní naptí s mnící se amplitudou. Po vstupu do pasti 
zanou ionty vykonávat kruhový pohyb a s rostoucí amplitudou se zmní jejich trajektorie 
tak, že lehí z  nich opustí past a narazí na detektor, který dále poskytne výstupní  
signál [81, 83, 85].  
 
 
Obr. . 15: Schéma iontové pasti [87] 
 
Nejjednodušší je analyzátor doby letu (TOF). Principem jeho funkce je periodická produkce 
kladn nabitých iont, které jsou urychlovány a vstupují do prázdné trubice, kde se (za 
pedpokladu, že mají stejné kinetické energie) rozdlí podle doby, za kterou doletí k detektoru 
– tžší ionty dorazí pozdji než ionty lehí [85].   
Posledním lánkem hmotnostního spektrometru je detektor, který zaznamenává dopadající 
ionty. Nejpoužívanjšími v MS jsou násobiové detektory (elektronový násobi, fotonásobi) 
nebo Faradayova cela. Funkce elektronásobie spoívá v dopadu kladn nabitého iontu na 
dynodu, ze které se uvolní elektrony, které jsou následn urychlovány potenciálovým spádem 
k další dynod, ímž se neustále zesiluje pvodní signál [78, 85].  
Spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií je znan problematické, 
nebo hmotnostní spektrometrie pracuje za hlubokého vakua, zatímco mobilní fáze s analyty 
vystupuje z kapalinového chromatografu za atmosférického tlaku. Tento problém byl vyešen 
nástupem tzv. mkkých ionizaních technik – termosprej, elektrosprej, chemická ionizace za 
atmosférického tlaku [88]. Pro stanovení antibiotik pomocí vysokoúinné kapalinové 
chromatografie se nejastji používá práv elektrosprej LC-(ESI)-MS v pozitivním  
ion módu [55].  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ÁST 
3.1 Použité pístroje a vybavení 
- Analytické váhy HR-120-EC, A&D Instruments, Japonsko  
- Kapalinový chromatograf Agilent 1100 Series, USA 
- Kolony: 
o Zorbax Eclipse XDB-C18 s pedkolonou, rozmry kolony: 2,1 mm x 150 mm, 
velikost ástic 3,5 m 
o Kinetex 2.6u, C18, 100A, rozmry kolony: 150 mm x 3 mm, velikost ástic  
2,6 m, Agilent, USA 
- Detektor DAD Agilent, 1100 Series, USA, zdroj svtla: deuteriová a wolframová lampa, 
1024 fotodiod, vlnový rozsah: 190 – 950 nm, programovatelná šíka štrbiny: 1 – 16 nm 
- Hmotnostní spektrometr Agilent 6320 Series, Ion Trap LC-MS 
- Infuzní pumpa kdS 9100, kdScientific, USA 
- Pístroj pro pípravu mili Q vody Millipore QGARD 
- Pístroj pro sušení dusíkem Evaterm, Labicom, CZ 
- SPE extraktor Baker, model spe-12 G, membránová vývva KIF LAB, Laboport, 
Maneko, CZ 
- pH metr InoLab WTW Series, Maneko, CZ 
- papírové filtry Filter Discs (Quant.) Grade 390, hustota papíru: 84 g/m2, 
Munktell&Filtrak GmbH, SRN 
- SPE kolonky: 
o SupelcleanTM ENVI–18 SPE, 6 ml, Supelco, USA 
o Oasis HLB, Cartridge, Waters, USA 
- Bžné laboratorní vybavení 
3.2 Použitý software pro zpracování dat 
- Microsoft Office Word 2003 
- Microsoft Office Excel 2003 
- HP ChemStation pro LC/MSD, Rev. B.01.03 (Agilent, USA) 
- DataAnalysis for 6300 Series Ion Trap LC/MS Version 4.0, Bruker Daltonik GmbH 
- QuantAnalysis for 6300 Series Ion Trap LC/MS Version 2.0, Bruker Daltonik GmbH 
3.3 Použité chemikálie a standardy 
3.3.1 Chemikálie 
- Acetonitril, for HPLC, gradient grade, far UV, Fischer Scientific, spol. s r.o., Pardubice 
- Methanol, absolute LC-MS, Biosolve, Nizozemsko 
- Kyselina mravení p.a., Riedel de Haen, Sigma Aldrich, GmbH, SRN 
- Mili Q (ultraistá) voda  
- Octan amonný p.a., Fluka, Sigma – Aldrich Chemie GmbH, SRN 
3.3.2 Standardy 
- Erythromycin, Sigma – Aldrich, SRN 
- Clarithromycin, pro HPLC, istota ≥ 95%, Sigma – Aldrich, SRN 
- Roxithromycin, istota ≥ 90 %, Sigma – Aldrich, SRN  
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3.3.3 Plyn  
- Dusík 4,7 Linde technoplyn, a.s. 
3.4 Sledovaná matrice 
Sledovanou matricí byla odpadní voda z pítoku a odtoku z mstské istírny odpadních vod 
Brno–Modice. 
3.5 Vlastnosti stanovovaných analyt 
3.5.1 Erythromycin 
- C37H67NO13 
- Mr = 733,93 
- Bílý až svtle žlutý prášek, tžce rozpustný ve vod, snadno rozpustný v methanolu 
a ethanolu [49].  
3.5.2 Clarithromycin 
- C38H69NO13 
- Mr = 747,95 
- Bílý nebo tém bílý krystalický prášek prakticky nerozpustný ve vod, dobe rozpustný 
v acetonu a dichlormethanu [49].  
3.5.3 Roxithromycin 
- C41H76N2O15 
- Mr = 837,05 
- Bílý nebo tém bílý krystalický prášek tžce rozpustný ve vod, snadno rozpustný 
v acetonu, dichlormethanu a ethanolu [53].  
3.6 Postupy stanovení 
3.6.1 Odbr vzorku  
Po dobu 10 dní (od 11. 4. 2011 do 20. 4. 2011) byly odebírány vzorky odpadní vody 
na pítoku i odtoku 	OV Brno–Modice. Vzorek odpadní vody byl slévaný, 24 hodinový 
smsný vzorek, piemž jednotlivé ásti byly vždy odebírány po 2 hodinách do tmavých 
sklenných vzorkovnic o objemu 1 litr. Po odbru byly vzorky uchovány v lednici pi teplot 
5°C a analýza byla zapoata nejpozdji do 24 hodin.  
3.6.2 Úprava vzorku a izolace sledovaných analyt 
Ped extrakcí bylo ze vzork odpadní vody nutné odstranit suspendované ástice, a to filtrací 
pes papírový filtr o hustot 84 g/m2 za pomoci vodní vývvy. Celkem byla filtrace provedena 
3krát u odtoku a 5krát u pítoku na istírnu odpadních vod.  
Analyty byly z odpadní vody (300 ml) izolovány pomocí extrakce tuhou fází (SPE), která 
byla pro kontrolu provádna vždy 3x, a to na kolonkách Oasis HLB, postupem uvedeným 
v tabulce . 3. 
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Tabulka . 3: Postup SPE pro izolaci analyt z vzork odpadní vody  
5 ml methanolu 
aktivace kolonky 5 ml miliQ vody okyselené HCOOH na pH = 2 
nanesení vzorku 300 ml vzorku vody (obr. . 16) 
promytí kolonky 5 ml mili Q vody 
vysušení kolonky proudem vzduchu 
eluce analytu 10 ml methanolu (obr. . 17) 
zakoncentrování sušení dosucha proudem dusíku a následné 
rozpuštní v 1 ml acetonitrilu 
 
 
Obr. . 16: Extrakce tuhou fází – nanášení vzorku odpadní vody  
 
 
Obr. . 17: Extrakce tuhou fází – eluce analyt 
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3.6.3 Identifikace a kvantifikace analyt 
Analýza vzork byla provedena pomocí vysokoúinné kapalinové chromatografie (HPLC) na 
kapalinovém chromatografu Agilent 1100 Series (obr. . 18), byla využita kolona ZORBAX 
Eclipse XDB-C18. K identifikaci pítomných analyt byl použit hmotnostní spektrometr 
s ionizací elektrosprejem (ESI) a analyzátorem iontovou pastí. Sledovány byly molekulové 
ionty jednotlivých analyt (tab. . 4); kvantifikace tchto analyt byla provedena pomocí 
kalibraní kivky. 
Metodou pímého nástiku byla na promena hmotnostní spektra sledovaných analyt  
(obr. . 19, 20 a 21). 
 
 
Obr. . 18: Kapalinový chromatograf Agilent 1100 Series s hmotnostním spektrometrem 
Agilent 6320 Series 
 
Tabulka . 4: Parametry sledovaných analyt 
sledovaný analyt m/z retenní as (min) 
erythromycin 734,8 11,2 
clarithromycin 748,3 13,0 
roxithromycin 837,5 13,4 
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Obr. . 19: Hmotnostní spektrum erythromycinu 
 
 
Obr. . 20: Hmotnostní spektrum clarithromycinu 
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Obr. . 21: Hmotnostní spektrum roxithromycinu 
3.6.3.1 Podmínky pro HPLC/MS 
Kolona: Zorbax Eclipse XDB – C18 s pedkolonou, rozmry kolony: 2,1 x 150 mm,  
velikost ástic 3,5 m 
 
Tabulka . 5: Optimální chromatografické podmínky 
nástik vzorku 5 µl 
teplota kolony 20 °C 
mobilní fáze 10 mM octan amonný + acetonitril 
prtok mobilní fáze 0,150 ml/min 
typ eluce gradientová (tab. . 6) 
celková doba analýzy 30 min (16 min vlastní analýza + 14 min promývání) 
 
Tabulka . 6: Prbh gradientu mobilní fáze 
as  
(min) 
ACN 
(%) 
10mM CH3COONH4  
(%) 
0 25 75 
3 55 45 
10 90 10 
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Obr. . 22: Grafické znázornní prbhu gradientu mobilní fáze 
 
Tabulka . 7: Podmínky hmotnostní spektrometrie 
tlak zmlžovae 20 psi 
prtok sušícího plynu 10 l/min 
teplota sušícího plynu 350 °C 
naptí na kapiláe 3500 V 
ionizaní mód pozitivní 
rozsah skenovaných hmot 100 – 900 m/z 
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4 VÝSLEDKY A  DISKUZE 
4.1 Optimalizace chromatografických podmínek 
Pro stanovení makrolidových antibiotik bylo teba urit optimální chromatografické 
podmínky pomocí modelových vzork vod. Tato optimalizace byla nejprve provádna 
pomocí UV-VIS detektoru s diodovým polem (DAD) pi vlnových délkách 200 nm,  
254 nm a 270 nm, poté na hmotnostním spektrometru. 
4.1.1 Výbr rozpouštdla pro standardy 
Vybrané analyty jsou velmi špatn rozpustné ve vod. Pi použití methanolu jako mobilní 
fáze byl, a to na základ chemických vlastností analyt, jako vhodné rozpouštdlo vybrán 
methanol. Byly pipraveny 4 typy modelových vzork o koncentraci 0,1 mg/ml, rozpuštním 
smsi makrolidových antibiotik (erythromycinu, clarithromycinu a roxithromycinu) v: 
- methanolu 
- methanolu s pídavkem 0,1 M HCOOH 
- methanolu s pídavkem 0,1% HCOOH 
- methanolu s pídavkem 0,01 M HCOOH 
Výsledky všech typ modelových vzork byly srovnatelné, nepatrn lepší tvary pík byly 
dosaženy rozpuštním standard v istém methanolu, který byl proto dále jako rozpouštdlo 
používán. Pokud byl acetonitril použit jako mobilní fáze, byly standardy léiv rozpouštny 
v acetonitrilu. 
4.1.2 Výbr mobilní fáze a vhodné kolony 
K optimalizaci chromatografických podmínek je dležitý výbr mobilní fáze, proto bylo 
vyzkoušeno nkolik typ mobilních fází, a to:  
- methanol s kyselinou mravení 
- acetonitril s kyselinou mravení 
- acetonitril s octanem amonným 
Za nejvhodnjší mobilní fáze byl zvolen acetonitril v kombinaci s octanem amonným, protože 
v tomto pípad mla léiva nejlepší tvar pík a dobrou odezvu. 
Separace byla testována na dvou rzných kolonách:  
- Zorbax Eclipse XDB – C18, rozmry kolony: 2,1 x 150 mm, velikost ástic  
3,5 m 
- Kinetex 2.6u, C18, 100A, rozmry kolony: 150 mm x 3 mm, velikost ástic  
2,6 m 
4.1.2.1 Kolona Zorbax Eclipse XDB - C18 
Na kolon Zorbax Eclipse XDB – C18 byly ovovány mobilní fáze uvedené v tab. . 8. 
Celkem bylo vyzkoušeno sedm kombinací mobilních fází. Jednalo se o kombinace methanolu 
s kyselinou mravení, acetonitrilu s kyselinou mravení a acetonitrilu s octanem amonným. 
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Tabulka . 8: Použité mobilní fáze  
A B 
0,01 M HCOOH 
0,1 M HCOOH 
 
methanol 
 1% HCOOH 
0,01 M HCOOH 
0,1 M HCOOH 
1% HCOOH acetonitril 
10 mM CH3COONH4 
 
Byla-li jako mobilní fáze použita kombinace methanolu s kyselinou mravení, base-line pi 
detekci DAD byla velmi kostrbatá (obr. . 23). Kyselina mravení byla v této kombinaci 
testována jako 0,01 M, 0,1 M a 1%. Žádná ze zkoušených kombinací mobilních fází nebyla 
pro makrolidová antibiotika optimální a bylo tedy nutné vyzkoušet jiný typ mobilní fáze. 
 
min0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
mAU
-20
-10
0
10
20
30
40
 DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off, TT (10_10_29_MB\MAKROLIDY000002.D)
 
Obr. . 23: Chromatogram modelového vzorku makrolidových antibiotik rozpuštných 
v methanolu, použitá mobilní fáze: methanol a 1% kyselina mravení  
 
Zvolena byla kombinace kyseliny mravení, tentokrát s acetonitrilem. I v tomto pípad byla 
použita 0,01 M, 0,1 M a 1% kyselina mravení. Základní linie byla také pi použití této 
mobilní fáze velmi hrbatá a mla navíc vzestupný charakter (obr. . 24). Léiva nejsou ani zde 
zcela oddlená a vykazují velmi slabou intenzitu. Na hmotnostním spektrometru (obr. . 25) 
byl detekován erythromycin (retenní as = 12,0 min) a roxithromycin (retenní as = 
12,8 min), ale clarithromycin nebyl nalezen ani po vyextrahování z celkového iontového 
chromatogramu. Acetonitril s kyselinou mravení byl jako mobilní fáze pro makrolidová 
antibiotika shledán jako nevhodný, následkem ehož bylo teba vyzkoušet další typ mobilní 
fáze. 
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min0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5
mAU
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-1
0
1
2
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4
 DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (11_01_31_MB\MAKROLIDY000003.D)
 
Obr. . 24: Chromatogram modelového vzorku makrolidových antibiotik rozpuštných 
v acetonitrilu, použitá mobilní fáze: acetonitril + 0,01 M kyselina mravení 
 
 
Obr. . 25: Celkový iontový chromatogram (TIC) modelového vzorku makrolidových 
antibiotik rozpuštných v acetonitrilu, použitá mobilní fáze: acetonitril + 0,01 M kyselina 
mravení 
 
Následující volba acetonitrilu s octanem amonným jako mobilní fází umožnila  detekci 
a rozdlení pík jednotlivých léiv. Píky jednotlivých léiv mly v tomto pípad na 
hmotnostním spektrometru vysokou intenzitu a jen mírn chvostovaly (obr. . 28, . 29 
a . 30), na DAD detektoru (obr. . 26) píky ovšem vykazovaly jen velmi slabou intenzitu 
a base-line byla hrbatá. Pro detekci makrolidových antibiotik na hmotnostním spektrometru je 
tedy kombinace acetonitrilu s 10 mM octanem amonným optimální, není však vhodná pro 
detekci na DAD detektoru. 
  
 
 41 
min0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
mAU
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 DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (11_02_01_MB\MAKROLIDY000004.D)
 
Obr. . 26: Chromatogram modelového vzorku makrolidových antibiotik rozpuštných 
v acetonitrilu, použitá mobilní fáze: acetonitril + 10 mM octan amonný 
 
 
Obr. . 27: Celkový iontový chromatogram (TIC) makrolidových antibiotik rozpuštných 
v acetonitrilu, použitá mobilní fáze: acetonitril + 10 mM octan amonný 
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Obr. . 28: Extrahovaný iontový chromatogram (EIC) erythromycinu (m/z = 734,8) 
rozpuštného v acetonitrilu, použitá mobilní fáze: acetonitril + 10 mM octan amonný  
 
 
Obr. . 29: Extrahovaný iontový chromatogram (EIC) clarithromycinu (m/z = 748,3) 
rozpuštného v acetonitrilu, použitá mobilní fáze: acetonitril + 10 mM octan amonný  
 
 
Obr. . 30: Extrahovaný iontový chromatogram (EIC) roxithromycinu (m/z = 837,5) 
rozpuštného v acetonitrilu, použitá mobilní fáze: acetonitril + 10 mM octan amonný  
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4.1.2.2. Kolona Kinetex 2.6u 
Chromatografické podmínky byly optimalizovány rovnž na kolon Kinetex, která má menší 
velikost ástic než pedchozí kolona Zorbax Eclipse.  
Pi detekci diodovým polem základní linie prudce klesá a píky nejsou separovány (obr. . 31). 
Pi detekci hmotnostním spektrometrem bylo na kolon Kinetex dosaženo nižších retenních 
as sledovaných analyt (retenní as erythromycinu = 8,6 min, clarithromycinu = 12,3 min, 
roxithromycinu = 12,4 min), avšak na kolon Zorbax Eclipse XDB – C18 bylo dosaženo vyšší 
intenzity i lepších tvar pík; tato kolona byla proto následn vybrána pro sledovaná 
antibiotika a doporuena jako vhodnjší. 
 
min0 5 10 15 20 25
mAU
-100
-50
0
50
100
 DAD1 C, Sig=270,4 Ref=off, TT (10_12_10_MB\MAKROLIDY000001.D)
 
Obr. . 31: Chromatogram modelového vzorku makrolidových antibiotik rozpuštných 
v acetonitrilu, použitá mobilní fáze: acetonitril + 0,01 M kyselina mravení 
 
 
Obr. . 32: Celkový iontový chromatogram (TIC) modelového vzorku makrolidových 
antibiotik rozpuštných v acetonitrilu, použitá mobilní fáze: acetonitril + 0,01 M kyselina 
mravení 
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Chromatografické podmínky pro stanovení makrolidových antibiotik (erythromycinu, 
clarithromycinu a roxithromycinu) je teba v dalších krocích dále optimalizovat na 
hmotnostním spektrometru, protože na detektoru s diodovým polem nebyly ideální podmínky 
nalezeny pi použití ani jedné z kolon.  
K optimalizaci následujících chromatografických podmínek byla vybrána kolona Zorbax 
Eclipse XDB - C18, s níž bylo dosaženo vyšší intenzity, lepšího tvaru pík i základní linie. 
Jako mobilní fáze byl zvolen acetonitril s 10 mM octanem amonným.  
4.1.3 Optimalizace prbhu gradientu 
Vyzkoušeny byly rzné prbhy gradient mobilních fází. Pro srovnání jsou uvedeny ti 
prbhy gradient, které se zdály být nejvhodnjší z hlediska rozdlení a odezvy jednotlivých 
analyt, tvar pík a retenních as. Prbhy gradient jsou uvedeny v tab. . 9, 10 a 11; 
píslušné chromatogramy jsou zobrazeny na obr. . 33, 34 a 35. Jako optimálnjší byl zvolen 
gradient uvedený v tab. . 11, pi jehož použití bylo dosaženo nižšího retenního asu analyt 
než pi použití gradientu uvedeného v tab. . 9 a zárove také lepší odezvy i lepších tvar 
pík, než pi použití gradientu uvedeného v tab. . 10, který vedl k rozmytí píku 
erythromycinu. 
 
Tabulka . 9: Prbh gradientu mobilní fáze – varianta . 1 
as  
(min) 
ACN 
 (%) 
10 mM CH3COONH4  
(%) 
0 20 80 
12 80 20 
 
 
Obr. . 33: Celkový iontový chromatogram (TIC) makrolid pro výše uvedený gradient 
(v tab. . 9) 
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Tabulka . 10: Prbh gradientu mobilní fáze – varianta . 2  
as 
(min) 
ACN 
(%) 
10 mM CH3COONH4 
(%) 
0 35 65 
2 45 55 
4 50 50 
6 60 40 
8 65 35 
18 90 10 
 
 
 
Obr. . 34: Celkový iontový chromatogram (TIC) makrolid pro výše uvedený gradient 
(v tab. . 10) 
 
 
Tabulka . 11: Prbh gradientu mobilní fáze – varianta . 3 
as  
(min) 
ACN  
(%) 
10 mM CH3COONH4  
(%) 
0 25 75 
3 55 45 
10 90 10 
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Obr. . 35: Celkový iontový chromatogram (TIC) makrolid pro výše uvedený gradient  
(v tab. . 11) 
4.1.4 Optimalizace teploty 
Teplota ovlivuje retenní asy jednotlivých pík. Analýza byla provádna pi teplotách 20, 
30 a 40 °C. Pi mnící se teplot byly rovnž zjištny rozdílné píky. Pi teplot 20 °C (obr. . 
36) bylo dosaženo nejvyšší intenzity i nejmenších retenních as, tato teplota byla proto 
zvolena jako optimální.  
 
 
Obr. . 36: Celkový iontový chromatogram (TIC) makrolid, teplota = 20 °C 
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Obr. . 37: Celkový iontový chromatogram (TIC) makrolid, teplota = 30 °C 
 
 
 
Obr. . 38: Celkový iontový chromatogram (TIC) makrolid, teplota = 40 °C 
4.1.5 Optimalizace nástiku 
Nástik má vliv na odezvu a tvary pík. Porovnávány byly nástiky vzorku o objemu  
10 µl, 5 µl a 3 µl. Ideální tvary pík byly dosaženy pi nejnižším nástiku (obr. . 41), akoliv 
vzhledem k nutnosti dosažení co nejvyšší odezvy byl jako optimální zvolen nástik 5 µl  
(obr. . 40). V tomto pípad nejsou píky rozmyté jako pi nástiku 10 µl (obr. . 39) a odezva 
je vyšší než u nástiku 3 µl.  
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Obr. . 39: Celkový iontový chromatogram (TIC) makrolid, nástik 10 µl 
 
 
Obr. . 40: Celkový iontový chromatogram (TIC) makrolid, nástik 5 µl 
 
 
Obr. . 41: Celkový iontový chromatogram (TIC) makrolid, nástik 3 µl 
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4.2 Optimalizace extrakce tuhou fází (SPE) 
Aby bylo možné dosáhnout co nejlepších výsledk, bylo teba optimalizovat metodu izolace 
analyt z vody pomocí extrakce tuhou fází. Optimalizace byla provedena s  použitím 
modelových vzork vod, které byly ve všech pípadech pipraveny dávkováním 1 ml 
zásobního roztoku makrolidových antibiotik v acetonitrilu o koncentraci 10 g/ml do 200 ml 
mili Q vody. Analyty byly nejprve izolovány na kolonkách SupelcleanTM ENVI-18 SPE, na 
kterých se ovovalo celkem šest rzných postup. Výtžnosti jednotlivých analyt byly 
vypoítány pomocí kalibraní kivky a porovnány pro jednotlivé postupy. Následn byly 
stejné postupy ovovány také na kolonkách Oasis HLB.  
4.2.1 Kalibraní kivky 
Pro zjištní výtžností jednotlivých SPE postup byly zhotoveny šestibodové kalibraní 
kivky, které jsou uvedené na obr. . 42, 43 a 44. 
 
Kalibraní kivka erythromycinu
y = 4E+07x + 7E+07
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Obr. . 42: Kalibraní kivka erythromycinu 
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Kalibraní kivka clarithromycinu
y = 2E+07x + 1E+08
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Obr. . 43: Kalibraní kivka clarithromycinu 
 
 
Kalibraní kivka roxithromycinu
y = 4E+07x + 8E+07
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Obr. . 44: Kalibraní kivka roxithromycinu 
 
4.2.2 Postupy SPE 
Pro oba typy vybraných SPE kolonek byly zkoušené stejné postupy, a to postupy, které jsou 
uvedeny v tab. . 12 a 13. Nejdíve byly ovovány ti rzné postupy (tab. . 12), pi kterých 
byly analyty eluovány do istého methanolu. Následn byly použity stejné postupy  
(tab. . 13), došlo však ke zmn eluního inidla a analyty byly eluovány do methanolu 
okyseleného 0,1 M kyselinou mravení. 
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Tabulka . 12: Zkoušené postupy SPE – 1. ást 
 postup . 1 postup . 2 postup . 3 
5 ml methanolu 5 ml acetonitrilu 5 ml methanolu 
aktivace kolonky 5 ml mili Q vody 
okyselené HCOOH 
na pH = 2 
5 ml mili Q vody 
5 ml mili Q vody 
okyselené  
0,1 M HCOOH 
nanesení vzorku 200 ml modelového vzorku vody 
promytí kolonky 5 ml mili Q vody 
vysušení kolonky  proudem vzduchu 
eluce analytu 10 ml methanolu 
zakoncentrování sušení dosucha proudem dusíku a následné rozpuštní v 1 ml 
acetonitrilu 
 
 
 
Tabulka . 13: Zkoušené postupy SPE – 2. ást 
 postup . 4 postup . 5 postup . 6 
5 ml methanolu 5 ml acetonitrilu 5 ml methanolu 
aktivace kolonky 5 ml mili Q vody 
okyselené HCOOH 
na pH = 2 
5 ml mili Q vody 
5 ml mili Q vody 
okyselené  
0,1 M HCOOH 
nanesení vzorku 200 ml modelového vzorku vody 
promytí kolonky 5 ml mili Q vody 
vysušení kolonky proudem vzduchu 
eluce analytu 10 ml methanolu okyseleného 0,1 M HCOOH 
zakoncentrování sušení dosucha proudem dusíku a následné rozpuštní v 1 ml 
acetonitrilu 
 
4.2.2.1 Výtžnosti pro kolonky SupelcleanTM ENVI-18 SPE  
Výtžnosti všech šesti zkoušených postup na kolonkách SupelcleanTM ENVI-18 SPE jsou 
pro sledované analyty velmi nízké. Jako nejvhodnjší byl zvolen postup . 2 (jsou zde 
detekovaná všechna léiva ve výtžnostech nad 30 %), který byl dále testován, ale nebylo 
dosaženo požadované výtžnosti. Kolonky SupelcleanTM ENVI-18 SPE byly posouzeny jako 
nevhodné pro izolaci tchto léiv a postupy SPE byly proto následn zkoušeny na kolonkách  
Oasis HLB. 
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Tabulka . 14: Výtžnosti pro kolonky SupelcleanTM ENVI-18 SPE  
léivo: erythromycin clarithromycin roxithromycin 
postup 
. 
pvodní 
konc. 
(µg/ml) 
výsledná 
konc. 
(µg/ml) 
výtžnost 
(%) 
výsledná 
konc. 
(µg/ml) 
výtžnost 
(%) 
výsledná 
konc. 
(µg/ml) 
výtžnost 
(%) 
1 10 4,046 40,46 2,428 24,28 1,283 12,83 
2 10 4,796 47,96 3,255 32,55 3,841 38,41 
3 10 - - - - 0,002 0,02 
4 10 - - 4,636 46,36 3,717 37,17 
5 10 - - 5,778 57,78 3,423 34,23 
6 10 - - 3,526 35,26 2,412 24,12 
4.2.2.2 Výtžnosti pro kolonky OASIS HLB 
Výtžnosti všech šesti zkoušených postup na kolonkách Oasis HLB jsou prezentovány 
v tab. . 15. Nejlepší výtžnosti všech sledovaných analyt bylo dosaženo pi použití postupu 
.1, na kterém byla následn ovena 10krát výtžnost každého léiva (tab. . 16).  
 
Tabulka . 15: Výtžnosti pro kolonky Oasis HLB 
léivo: erythromycin clarithromycin roxithromycin 
postup 
. 
pvodní 
konc. 
(µg/ml) 
výsledná 
konc. 
(µg/ml) 
výtžnost 
(%) 
výsledná 
konc. 
(µg/ml) 
výtžnost 
(%) 
výsledná 
konc. 
(µg/ml) 
výtžnost 
(%) 
1 10 7,344 73,44 6,985 69,85 6,677 66,77 
2 10 5,100 51,00 4,590 45,90 3,880 38,80 
3 10 3,797 37,97 3,651 36,51 2,749 27,49 
4 10 0,546 5,46 3,192 31,92 1,821 18,21 
5 10 0,487 4,87 2,791 27,91 1,559 15,59 
6 10 0,211 2,11 2,488 24,88 1,240 12,40 
 
Tabulka . 16: Výtžnosti erythromycinu, clarithromycinu a roxithromycinu pro postup . 1 
Léivo: erythromycin clarithromycin roxithromycin 
íslo 
vzorku 
pvodní 
konc. 
(µg/ml) 
výsledná 
konc. 
(µg/ml) 
výtžnost 
(%) 
výsledná 
konc. 
(µg/ml)) 
výtžnost 
(%) 
výsledná 
konc. 
(µg/ml) 
výtžnost 
(%) 
1 10 7,938 79,38 7,451 74,51 7,326 73,26 
2 10 7,719 77,19 7,443 74,43 7,015 70,15 
3 10 7,870 78,70 7,102 71,02 7,361 73,61 
4 10 7,691 76,91 7,339 73,39 7,234 72,34 
5 10 7,800 78,00 7,404 74,04 7,409 74,09 
6 10 7,595 75,95 7,224 72,24 7,194 71,94 
7 10 8,327 83,27 7,696 76,96 7,436 74,36 
8 10 7,948 79,48 7,543 75,43 7,389 73,89 
9 10 8,153 81,53 7,798 77,98 7,527 75,27 
10 10 8,069 80,69 7,529 75,29 7,285 72,85 
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V programu Microsoft Excel byla poté pomocí funkce SMODCH vypotena smrodatná 
odchylka a dále podle vztahu (1) relativní smrodatná odchylka:  
 
100⋅=
x
SSR  (1) 
kde Sr je relativní smrodatná odchylka, S je smrodatná odchylka, x  je aritmetický prmr. 
Pomocí funkce VAR.VÝBAR byl uren rozptyl výsledných hodnot koncentrací. Statistické 
parametry pro jednotlivá léiva jsou shrnuty do tab. . 17. 
 
Tabulka . 17: Základní statistické parametry výtžností jednotlivých léiv 
 erythromycin clarithromycin roxithromycin 
prmrná koncentrace (µg/ml) 7,911 7,453 7,318 
prmrná výtžnost (%) 79,11 74,53 73,18 
smrodatná odchylka (µg/ml) 0,21 0,20 0,14 
relativní smrodatná odchylka (%) 2,70 2,63 1,87 
rozptyl (µg/ml) 5,09B10-2 4,26B10-2 2,09B10-2 
 
4.3 Reálné vzorky 
V diplomové práci byla sledována makrolidová antibiotika v odpadní vod odebrané na 
pítoku a na odtoku istírny odpadních vod Brno-Modice. Vzorky odpadní vody byly 
odebírány po dobu 10 dní, a to ve dnech od 11. do 20. dubna 2011. Koncentrace sledovaných 
analyt v odpadní vod byly stanoveny na základ kalibraní kivky, která byla s každou další 
sérií mení vždy znovu promována.  
Z dvodu nízkých koncentrací stanovovaných analyt v odpadní vod bylo teba sestrojit 
nové kalibraní kivky a stanovit pro každý analyt meze detekce kalibraní kivky (tab. . 18). 
Výpoet detekního limitu kalibraní kivky byl proveden podle Grahama: 
Detekní limit metody XD pedstavuje koncentraci analytu, která nemže být statisticky 
rozlišena od nulové koncentrace.  XD  je koncentrace, jejíž dolní mez intervalu spolehlivosti 
na dané hladin statistické významnosti je roven nule. Takto nalezený detekní limit (vetn 
píslušných mezí intervalu spolehlivosti) chrání ped chybou prvního druhu (pijetí hypotézy, 
že analyt je pítomen, když ve skutenosti pítomen není) a bývá oznaován jako αDX  [89]. 
Tato hodnota se vypote podle vztahu (2):  
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Ochranu ped chybou druhého druhu (pijetí hypotézy, že analyt je nepítomen, když ve 
skutenosti pítomen je) poskytuje detekní limit metody oznaovaný jako βDX , pro nhož 
platí, že jeho dolní mez intervalu spolehlivosti je totožná s horní mezí intervalu 
spolehlivosti αDX  [89]. Tato hodnota se vypote podle vztahu (3): 
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Hodnoty detekních limit αDX  a βDX byly vypoteny z rovnic (2) a (3) v programu Microsoft 
Excel prezentovaných v Pojednání Ing. Zuzany Holubové pomocí funkce hledání ešení.   
 
Tabulka . 18: Parametry kalibraních kivek a detekní limity jednotlivých analyt 
 erythromycin clarithromycin roxithromycin 
rovnice regrese 68 102103 ⋅+⋅= xy  68 109102 ⋅+⋅= xy  68 109103 ⋅−⋅= xy  
koeficient spolehlivosti R2 0,9962 0,9993 0,9971 
detekní limit αDX (µg/l) 0,1440 0,2428 0,0970 
detekní limit βDX (µg/l) 0,4305 0,7251 0,2903 
 
Výsledné hodnoty sledovaných analyt jsou zpracovány do tab. . 19, piemž jsou zde 
uvedené vždy prmrné hodnoty ze 3 stanovení pro pítok a 3 stanovení pro odtok. Odtok 
z istírny má v porovnání s pítokem zdržení 24 hodin, a proto lze porovnávat hodnoty 
prokázané pro odtok s pítokem z pedchozího dne. 
Stanovitelné koncentrace, tj. hodnoty, které jsou vyšší než je hodnota αDX , byly zjištny pro 
erythromycin, a to na pítoku ze dne 17. 4., ve dnech 18. a 19. 4. na pítoku i na odtoku 
z 	OV, 20. 4. pouze na odtoku a 21. 4. jen na pítoku. Zjištné hodnoty koncentrací jsou 
tém shodné pro odtok i pítok, a proto lze pedpokládat, že istírna odpadních vod není 
schopná erythromycin z vody odstranit. Hodnoty pro clarithromycin byly ve všech pípadech 
pod hodnotou αDX , pípadn  nebylo toto makrolidové antibiotikum detekováno vbec. 
Roxithromycin byl detekován pouze na odtoku ze dne 12. 4. (chromatogram je znázornn na 
obr. . 45). Výsledné koncentrace všech makrolidových antibiotik jsou vždy pod hodnotou 
β
DX , tj. pod detekním limitem, který poskytuje ochranu proti chyb druhého druhu.   
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Tabulka . 19: Výsledné koncentrace stanovovaných léiv v reálných vzorcích odpadní vody 
 z OV 
koncentrace léiva (µg/l) 
den odtok/pítok 
erythromycin clarithromycin roxithromycin 
odtok N/D N/D 0,1043 
12.4. 
pítok N/D N/D N/D 
odtok N/D N/D N/D 
13.4. 
pítok N/D N/D N/D 
odtok N/D N/D N/D 
14.4. 
pítok N/D N/D N/D 
odtok N/D N/D N/D 
15.4. 
pítok N/D N/D N/D 
odtok N/D N/D N/D 
16.4. 
pítok N/D N/D N/D 
odtok N/D N/D N/D 
17.4. 
pítok 0,2744 pod αDX  N/D 
odtok 0,2745 pod αDX  N/D 18.4. 
pítok 0,2744 pod αDX  N/D 
odtok 0,2744 pod αDX  N/D 19.4. 
pítok 0,2744 pod αDX  N/D 
odtok 0,2742 pod αDX  N/D 20.4. 
pítok N/D N/D N/D 
odtok N/D N/D N/D 
21.4. 
pítok 0,2745 pod αDX  N/D 
 
 
 
 
Obr. . 45: Extrahovaný iontový chromatogram roxithromycinu z odtoku z OV ze dne  
12. 4. 2011 
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5 ZÁVR 
Diplomová práce se zamila na stanovení léiv v odpadních vodách pomocí vysokoúinné 
kapalinové chromatografie. Pro detekci vybraných analyt byl použit UV-VIS detektor  
s diodovým polem a hmotnostní spektrometr. Sledovanými analyty byla makrolidová 
antibiotika, konkrétn se jednalo o erythromycin, clarithromycin a roxithromycin, jež jsou 
v souasné dob asto pedepisovanými léky. 
Cílem diplomové práce bylo optimalizovat metodu pro stanovení vybraných analyt na 
modelových vzorcích vod a následn tuto metodu použít pro reálné vzorky odpadních vod. 
Optimalizace byla nejprve provádna pomocí UV-VIS detektoru s diodovým polem. Byly 
ovovány dv odlišné kolony, a to kolona Zorbax Eclipse XDB-C18 s velikostí ástic  
3,5 m a kolona Kinetex 2.6u s velikostí ástic 2,6 m. Pi detekci na DAD detektoru nebyla 
pro stanovení makrolidových antibiotik nalezena optimální metoda ani na jedné z kolon. 
Vhodná metoda však byla nalezena pi detekci na hmotnostním spektrometru, a to na kolon 
Zorbax Eclipse XDB-C18 s velikostí ástic 3,5 m.  
Pro izolaci vybraných analyt ze vzork odpadních vod byla zvolena metoda extrakce tuhou 
fází, kterou bylo teba optimalizovat tak, aby bylo dosaženo co nejvyšších výtžností 
konkrétních léiv. Byly testovány dva typy SPE kolonek, a to SupelcleanTM ENVI-18 SPE 
a Oasis HLB. Optimální postup byl na kolonkách Oasis HLB, na kterých bylo pro jednotlivá 
léiva dosaženo dostaujících výtžností (erythromycin: 79,11 %, clarithromycin: 74,53 %  
a roxithromycin: 73,18 %).  
Pro jednotlivá léiva byly stanoveny detekní limity αDX  a βDX  podle Grahama, které 
vyjadují detekní limit celé metody. 
Optimalizovaná metoda byla následn použita pro stanovení vybraných léiv v reálných 
vzorcích odpadní vody, která byla odebíraná po dobu 10 dní na pítoku a odtoku  z  mstské 
velkokapacitní istírny odpadních vod Brno-Modice. Prokázané hodnoty koncentrací 
erythromycinu byly ve všech vzorcích odpadní vody pod hodnotou detekního limitu βDX . 
V nkterých sledovaných dnech se však hodnoty nacházely nad detekním limitem αDX , 
piemž nebyly zaznamenány významné rozdíly mezi koncentracemi stanovenými na pítoku 
a na odtoku z  	OV. Koncentrace clarithromycinu byly vždy nižší než detekní limit αDX . 
Koncentrace roxithromycinu byla nad hodnotou αDX  detekována pouze v jednom pípad, 
piemž její hodnota byla nižší než detekní limit βDX . 
Optimalizovaná metoda byla ovena pro stanovení makrolidových antibiotik v reálných 
vzorcích odpadní vody, avšak vzhledem k nízkým koncentracím sledovaných léiv v odpadní 
vod je nutné metodu dále optimalizovat tak, aby bylo dosaženo ješt nižších detekních 
limit.      
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOL 
ACN acetonitril 
ATP adenosintrifosfát 
CE kapilární elektroforéza 
CNS centrální nervový systém 
	OV istírna odpadních vod 
DAD detektor s diodovým polem 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
EIC extrahovaný iontový chromatogram 
ESI ionizace elektrosprejem 
FAB ionizace ostelováním rychlými atomy 
FD desorpce polem 
FI ionizace polem 
FLD fluorescenní detektor 
GC plynová chromatografie 
GIT gastrointestinální trakt 
GPC gelová permeaní chromatografie 
HPLC vysokoúinná kapalinová chromatografie 
HPLC-MS, LC-MS vysokoúinná kapalinová chromatografie s hmotnostn-
spektrometrickou detekcí 
IEC iontov výmnná chromatografie 
LC-ESI-MS spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií za ionizace elektrosprejem 
LC-MS-MS spojení kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostní 
spektrometrií 
LD desorpce laserem 
LLC kapalinová rozdlovací chromatografie 
LLE extrakce kapalina – kapalina 
LOD limit detekce 
LOQ limit kvantifikace 
LSC kapalinová adsorpní chromatografie 
MALDI ionizace laserem za pítomnosti matrice 
Mr relativní molekulová hmotnost 
MS hmotnostní spektrometrie 
PA polyakrylát 
PD desorpce plazmou 
PDMS polydimethylsiloxan 
PTFE polytetrafluorethylen 
RNA ribonukleová kyselina 
rRNA ribozomální ribonukleová kyselina 
SPE extrakce tuhou fází 
SPME mikroextrakce tuhou fází 
TIC celkový iontový chromatogram 
TOF analyzátor doby letu 
UV ultrafialové záení 
VIS viditelná složka záení 
